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Resumen

Los carotenoides son pigmentos fotosintéticos con un papel esencial para la
proteccion de los cloroplastos frente al dafio fotooxidativo causado por el exceso de
irradiacion solar. Cuando las plantas crecen en alta densidad o bajo sombra, sin
embargo, la sintesis de carotenoides se reprime para adaptarse a las nuevas
condiciones de luz. Esta respuesta forma parte del denominado sindrome de huida
de la sombra (SAS), un proceso adaptativo que también implica el alargamiento de
las plantas para competir con sus vecinas en busca de luz. En esta tesis se ha
estudiado la interrelacion entre estas dos respuestas a sombra utilizando la planta
modelo Arabidopsis thaliana. El primer objetivo ha sido estudiar los factores
implicados en la regulacion de la biosintesis de carotenoides en respuesta a
sombra. Nuestros resultados han determinado que durante el SAS la sintesis de
carotenoides se encuentra regulada por un balance dindmico entre moddulos
transcripcionales formados por reguladores positivos (como PAR1) y reguladores
negativos (como los miembros del cuarteto PIFq y otros factores de transcripcion de
la familia bHLH). Un mecanismo similar, pero empleando componentes distintos,
regula también la elongacion del hipocotilo como parte del SAS. Por otro lado,
cuando una planta sombreada recibe un exceso de luz (por ejemplo, rayos de sol
por huecos en el dosel arbéreo), se pueden producir dafios en los cloroplastos que
comprometan su capacidad fotosintética. Para evitar estos efectos perjudiciales, los
cloroplastos afectados envian sefiales al nucleo para responder al estrés (sefiales
retrogradas). Dado que algunas de estas sefiales derivan de la degradacién oxidativa
de los carotenoides (como el ABA vy el B-ciclocitral), la segunda parte de la tesis se
ha centrado en investigar si el estado fisiologico de los cloroplastos y las sefiales
retrégradas modulan la respuesta a sombra. Por una parte, hemos demostrado
que los cloroplastos estresados generan sefiales retrégradas independientes de
carotenoides que reprimen la desactivaciéon de los fitocromos y favorecen la
acumulacién del factor de transcripcion HY5 para la represidon de la elongacion del
hipocotilo en respuesta a sombra. Ademds, de manera independiente a HYS5,
derivados de carotenoides como el ABA y el B-ciclocitral actiian como represores de
esta respuesta. Por lo tanto, hemos demostrado que la sombra regula la sintesis de
carotenoides que, a su vez, regulan la respuesta de crecimiento a sombra.
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Introduccion

Planteamiento general

Los carotenoides son un grupo de pigmentos isoprenoides que colorean de amarillo,
naranja y rojo muchas frutas y hortalizas (como los platanos, las zanahorias, o los
tomates). Pero su papel esencial en plantas esta en los cloroplastos, donde protegen
frente al dafio fotooxidativo causado por el exceso de irradiacién solar.

Por otro lado, en presencia de alta densidad vegetal, las plantas han de adaptarse y
competir con sus vecinas por mejores condiciones de luz. En estas condiciones, en las
plantas intolerantes a sombra se induce el denominado sindrome de huida de la
sombra (SAS), un proceso adaptativo que engloba diferentes respuestas fisioldgicas. La
respuesta mas estudiada hasta ahora es la induccion de la elongacion del hipocotilo en
busca de luz. Otra de las respuestas fisioldgicas del SAS es la disminucién en la
cantidad de pigmentos fotosintéticos, incluyendo los carotenoides. Aunque esta
disminucion probablemente es fundamental para la correcta adaptacidn de la planta a
las nuevas condiciones ambientales, aln se desconoce su regulacion. El estudio de
factores implicados en la regulacion de la biosintesis de carotenoides en respuesta a
sombra es el primer objetivo de esta tesis.

Cuando el exceso de luz u otros tipos de estrés oxidativo dejan de estar controlados, se
producen daiios en los cloroplastos que pueden llegar a comprometer la capacidad
fotosintética y el crecimiento vegetal. Para evitar estos efectos perjudiciales, los
cloroplastos estresados son capaces de enviar sefales al nucleo (sefiales retrogradas,
algunas de ellas derivadas de carotenoides) para reducir la expresiéon de genes
fotosintéticos y ajustar el desarrollo de la planta. La segunda parte de la tesis se ha
centrado en investigar el papel de las sefiales retrogradas derivadas de carotenoides
en la respuesta a sombra.
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1. Carotenoides: Funciones

1.1 Los carotenoides: mucho mds que pigmentos

Los carotenoides son un grupo de isoprenoides que se caracterizan por su
pigmentacion desde el amarillo al rojo, debido a que poseen una cadena polieno que
actua como croméforo (Ruiz-Sola & Rodriguez-Concepcion 2012). Se sintetizan por
todos los organismos fotosintéticos y algunos no fotosintéticos como bacterias o
hongos. Los animales no tienen la capacidad para sintetizarlos excepto en algun caso
(Moran & Jarvik 2010), pero los ingieren en la dieta como fuente fundamental de
retinoides (incluida la vitamina A). Una dieta rica en carotenoides favorece la salud y
previene la degeneracién macular, algunas enfermedades cardiovasculares, y algunos
tipos de cancer (Fraser & Bramley 2004). Debido a sus propiedades colorantes,
nutritivas y saludables, los carotenoides son ampliamente utilizados en la industria
agroalimentaria y farmacéutica (Fraser & Bramley 2004).

En plantas, los carotenoides son los responsables del color de muchas semillas, flores y
frutos. Gracias a su pigmentacion, permiten la atraccion de polinizadores y animales
para la dispersién de semillas (Rodriguez-Concepcion & Boronat 2002; Chappell 2002;
Croteau et al. 2000). En las hojas, la presencia de clorofilas enmascara los colores de
los carotenoides, que sélo se hacen visibles cuando éstas se degradan resultando en
los colores otofiales caracteristicos de muchos bosques de las areas templadas del
planeta (Ruiz-Sola & Rodriguez-Concepcién 2012).

Pero los carotenoides son mucho mas que simples pigmentos. Las funciones mas
relevantes a nivel bioldgico de los carotenoides tienen que ver con la fotosintesis. Por
un lado, actian como pigmentos accesorios, incrementando el espectro de luz para
realizar la fotosintesis. Y por otro lado, son potentes protectores frente al exceso de
luz (Ruiz-Sola & Rodriguez-Concepcién 2012). En presencia de alta intensidad luminica
la energia fotoquimica absorbida por la clorofila no se transfiere adecuadamente y se
generan especies reactivas de oxigeno (ROS). Los carotenoides ejercen una doble
accion fotoprotectora. Por un lado, son capaces de disipar como calor la energia de las
clorofilas, desactivando rapidamente su estado excitado. Y por otro lado, desactivan
las especies reactivas de oxigeno que se forman cuando la irradiacion excede la
capacidad fotosintética de la planta. Por ejemplo, pueden actuar como quelantes del
0, (Krieger-Liszkay 2005), o terminar las reacciones de peroxidacién ocurridas en las
cadenas lipidicas (Mdller et al. 2001). Este papel fotoprotector es absolutamente
esencial para las plantas, que son incapaces de sobrevivir en la luz sin carotenoides
(Ruiz-Sola & Rodriguez-Concepcion 2012).
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Ademas, metabolitos derivados de la degradacion oxidativa (enzimatica o no) de los
carotenoides (genéricamente denominados apocarotenoides) son capaces de actuar
como moléculas sefiales que orquestan respuestas adaptativas de la planta con su
entorno. Entre los producidos enzimaticamente se encuentran las estrigolactonas y el
acido abcisico (ABA), hormonas implicadas en el desarrollo y en la interaccion con el
medio (como las micorrizas o algunas plantas pardasitas en el caso de las
estrigolactonas y las respuestas a estrés hidrico o salino en el caso del ABA). Ademas,
el estrés oxidativo en presencia de un exceso de luz puede generar la rotura no
enzimatica de algunos carotenoides. Por ejemplo, la rotura oxidativa del B-caroteno
puede generar B-ciclocitral, que junto con las especies reactivas de oxigeno actuan
como sefales retrégradas capaces de orquestar la comunicacion cloroplasto-nucleo y
regular la expresion de genes nucleares relacionados con fotoproteccion (Ramel et al.
2012; Singh et al. 2015; Xiao et al. 2012).

1.2 Biosintesis de carotenoides

La biosintesis de carotenoides tiene lugar en todo tipo de plastos. Aunque los mayores
niveles de carotenoides se encuentran en cromoplastos (plastos con color
especializados en la acumulacion de carotenoides) y, en menor medida, en
cloroplastos, también se producen carotenoides en amiloplastos (plastos
especializados en la reserva de almidén), eliaioplastos (plastos especializados en la
reserva de lipidos), y etioplastos (plastos de plantas germinadas y crecidas en
oscuridad) (Eggers & Schwudke 2016). En cloroplastos los carotenoides se acumulan en
una proporcién similar en todas las especies (45% de luteina, 25-30% de B-caroteno y
10-15% de las B,B-xantofilas violaxantina y neoxantina) (Britton 1993).

1.2.1 Generacién de precursores (IPP y DMAPP)

Como todos los isoprenoides, los carotenoides provienen de la condensacién de
isopentenil difosfato (IPP) y su isdmero de doble enlace dimetilalil difosfato (DMAPP)
(Pulido et al. 2012). En plastos, la sintesis de estos dos precursores se lleva a cabo por
la via del metileritrol difosfato (MEP) (Figura 1.1). La via del MEP produce IPP y DMAPP
a partir de piruvato y gliceraldehido 3-fosfato para la sintesis de isoprenoides
relacionados con la fotosintesis y fotoproteccién, como carotenoides y las cadenas
prenil de las clorofilas, tocoferoles, filoquinonas y plastoquinonas; hormonas como
citoquininas y giberelinas; o moléculas para interaccionar con el entorno como
monoterpenos y diterpenos (Figura 1.1).

La primera reaccién de la ruta del MEP, catalizada por la enzima desoxixilulosa 5-
fosfato (DXP) sintasa (DXS), es también el principal paso regulador del flujo metabdlico
de la via (Wright et al. 2014). La siguiente etapa esta catalizada por la enzima DXP
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reductoisomerasa (DXR), que generard MEP a partir de DXP (Rodriguez-Concepcion &
Boronat 2002; Phillips et al. 2008; Zhao et al. 2013). La producciéon de MEP puede ser
bloqueada por inhibidores especificos de la via como clomazona (CLM), que inhibe la
DXS, y fosmidomicina (FSM), que inhibe la DXR, causando un fenotipo albino y letal. El
MEP se convierte posteriormente a metileritritol 2,4-ciclodifosfato (MEcPP) en tres
pasos enzimaticos. Después la enzima hidroximetilbutenil difosfato (HMBPP) sintasa
(HDS) convierte el MEcPP en HMBPP, que finalmente sera convertido en IPP y DMAPP
mediante la enzima HMBPP reductasa (HDR) (Figura I.1).

Fuera de los plastos, la via del mevalonato (MVA) también produce IPP y DMAPP para
la sintesis de isoprenoides citosélicos y mitocondriales (Figura 1.1). Aunque existe un
pequefio flujo de intercambio de IPP y DMAPP entre el citosol y los plastos, dicho flujo
no contribuye sustancialmente a la sintesis de carotenoides en condiciones normales,
aunque si parece acelerarse en condiciones de bloqueo de una de las dos vias
(Rodriguez-Concepcién & Boronat 2002).
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Figura I. 1 Esquema representativo de las dos vias productoras de isoprenoides en plantas.

Se ha representado los principales pasos enzimaticos de la via del MEP y la via del MVA (enzimas en
recuadros verdes en el caso del MEP y en recuadros rosas en el caso del MVA) asi como los
principales productos generados. Las abreviaturas corresponden a las indicadas en el inicio de la
tesis. También se ha ilustrado el intercambio de IPP y DMAPP entre ambas.
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1.2.2 De IPP y DMAPP a carotenoides

La sintesis de carotenoides empieza con la adicién de tres moléculas de IPP a una
molécula de DMAPP para producir geranilgeranil difosfato (GGPP) gracias a la enzima
GGPP sintasa. El GGPP se usa para la produccién de varios grupos de isoprenoides
plastidicos (Figura 1.1). Posteriormente la condensacion de dos moléculas GGPP
catalizada por la enzima fitoeno sintasa (PSY) genera fitoeno (Figura 1.2). Este primer
paso especifico de la sintesis de carotenoides también es el principal paso limitante de
la ruta (Fraser et al. 2002). Aun asi, estudios en Arabidopsis thaliana y tomate
(Solanum lycopersicum) sugieren que el caracter limitante de la actividad de PSY
también depende de la disponibilidad de precursores sintetizados por la via del MEP
(Fraser et al. 2002) (Figura 1.2).

En los siguientes pasos de la ruta biosintética, el isémero cis-fitoeno (el principal
producto de la actividad PSY), que es incoloro, se transforma en trans-licopeno, con
color rosado, mediante una serie de cuatro desaturaciones y dos isomerizaciones. En
plantas, las cuatro desaturaciones se realizan en dos pasos catalizados por dos enzimas
distintas: la fitoeno desaturasa (PDS) reduce el fitoeno a {-caroteno pasando por el
intermediario fitoflueno, y la enzima C-caroteno desaturasa (ZDS) produce cis-licopeno
via neurosporeno. Ademas, también participan dos isomerasas 15-cis-(-
caroteno isomerasa (ZISO) y carotenide isomerasa (CRTISO), esta ultima cataliza el
paso final de convertir la forma cis-licopeno (prolicopeno) a la forma trans-licopeno
(Isaacson et al. 2002; Park et al. 2002) (Figura 1. 2).

El licopeno es el punto donde la via se bifurca. La ciclacion de los extremos de la
molécula catalizada por licopeno ciclasas de tipo € (LYCE) o B (LYCB) genera a-caroteno
(con un anillo € y otro B) y B-caroteno (con dos anillos B), ambos de color anaranjado.
La posterior oxidacién de los anillos del a-caroteno por hidroxilasas de tipo € y § (LCY-E
y LCY-B respectivamente) genera finalmente luteina mediante la accién de citocromo
P450 monooxigenasas (CYP97A3 y CYP97C1) (Tian et al. 2004; Galpaz et al. 2006; Kim
& DellaPenna 2006). La luteina es un carotenoide de color amarillo y resulta el mas
abundante en el tejido foliar en plantas. Por otro lado, el B-caroteno se hidroxila
mediante hidroxilasas de tipo B dando lugar a la zeaxantina (Tian et al. 2004; Galpaz et
al. 2006; Kim & DellaPenna 2006). Posteriormente la epoxidacion de la zeaxantina
mediante la zeaxantina epoxidasa (ZEP) produce violaxantina via anteraxantina. Esta
reaccion puede revertirse por la violaxantina depoxidasa (VDE), dando de nuevo
zeaxantina. La violaxantina se convierte en neoxantina mediante la neoxantina sintasa
(NSY), siendo este el ultimo paso de la biosintesis de carotenoides en cloroplastos
(Figura 1. 2).
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1.2.3 De carotenoides a apocarotenoides

Como se ha comentado anteriormente, los carotenoides pueden ser cortados por
reacciones enzimaticas o no enzimaticas, dando lugar a los apocarotenoides. Las
enzimas que catalizan las reacciones de corte pertenecen a la familia de las CCDs, de
las siglas de carotenoid cleavage dioxigenases (Auldridge et al. 2006). Estas enzimas se
encargan de cortar especificamente los dobles enlaces de los carotenoides, generando
productos cuya longitud es menor y ademas estan oxidados, por lo que son mas
solubles y volatiles que los carotenoides. Algunos de estos productos tienen actividad
como fitohormonas (ABA o las estrigolactonas) o moléculas senal que controlan el
desarrollo y las respuestas a estimulos ambientales, muchas de las cuales aiin no han
sido identificadas (Figura 1.2). En Arabidopsis hay nueve CCDs y entre ellas cinco
pertenecen al subgrupo NCED segun sus siglas en inglés nine-cis-epoxycarotenoid
dioxygenase (NCED2, NCED3, NCED5, NCED6 y NCED9) y participan en la sintesis de
ABA (Fraser & Bramley 2004). La sintesis del ABA se produce a partir de la violaxantina
y neoxantina que son convertidas por las NCEDs en un producto de 15 carbonos
llamado xantonina y un metabolito de 25 de dtomos de carbono. Posteriormente la
xantonina migra al citosol donde se transforma en aldehido abscisico gracias a la
enzima ABA2. El paso final de la sintesis de ABA es la oxidacion del aldehido abscisico
por la enzima oxidasa aldheidica (AAO3) (FIGURA 1.2) (Seo & Koshiba 2002). Por otra
parte, para la sintesis de estrigolactonas, el B-caroteno se isomeriza a cis-B-caroteno y
se convierte mediante las CCD7 y CCDS8 en carlactona. Posteriormente la carlactona es
exportada al citosol donde es convertida mediante una citocromo P450
monooxigenasa (CYP711A1) en 5-deoxistrigol (Hou & Rivers 2016; Booker, Sieberer &
Wright 2005). Ademas, mediante reacciones no enzimaticas a partir del B-caroteno se
da la produccion de apocarotenoides como el B-ciclocitral o Dihidro-actinididlido (DHA)
(Hou & Rivers 2016) (Figura 1.2).

1.2.4 Regulacién de la biosintesis de carotenoides

La biosintesis de carotenoides se regula en funcién del patrén de desarrollo de la
planta pero esta muy condicionadas por las condiciones ambientales de su entorno,
con un papel preponderante de la luz (Ruiz-Sola & Rodriguez-Concepcién 2012). La
regulacién por luz, que ocurre tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional,
se ha estudiado mas detalladamente en dos sistemas modelo: la desetiolacion y el SAS.
En el proximo apartado se describe esta regulacion en detalle.
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Figura I. 2 Ruta de los carotenoides y generacion de apocarotenoides (ABA, productos de oxidacion del B-
caroteno y derivados de estrigolactonas).

Se han representado los diferentes pasos enzimaticos de la via de los carotenoides asi como los pasos para la
generacion de apocarotenoides. Los apocarotenoides estdn englobados en recuadros verdes. Las reacciones
no enzimaticas se indican mediante una estrella. Las abreviaturas corresponden a las indicadas en el inicio de
la tesis. Las abreviaturas se indican al inicio de la tesis. Figura adaptada a partir de (Hou & Rivers 2016; Yuan &
Zhang 2015)
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2. La luz como fuente de informacion para las plantas

Las plantas son organismos sésiles. Debido a que no pueden escapar de condiciones
ambientales adversas (por ejemplo resguardandose, desplazandose, etc..), han
evolucionado para readaptar su metabolismo y su programa de desarrollo en
respuesta a sefiales de su entorno (luz, temperatura, viento, gravedad, humedad,
depredadores, disponibilidad de agua y nutrientes...).

La luz actiua como fuente de energia para realizar la fotosintesis, pero también actua
como fuente de informacion del entorno. Las plantas han desarrollado la capacidad de
captar cambios en las condiciones de luz y como consecuencia activar una serie de
respuestas fisioldgicas que les permiten adaptarse maximizando su eficiencia
fotosintética (por ejemplo, acumulando menos pigmentos fotosintéticos cuando otras
plantas les hacen sombra o protegiéndose contra la fotooxidacion cuando la
intensidad de luz pasa a ser excesiva) y modificando su patrén de desarrollo (por
ejemplo, alargandose o floreciendo en funcion de la cantidad de luz y el fotoperiodo).

2.1 Percepcion: los fotorreceptores fitocromos

Tal como se ha comentado, debido a que la luz actia como fuente de informacion
ambiental, las plantas han desarrollado mecanismos muy sofisticados de captacién de
diferencias luminicas (Folta & Childers 2008). Los cambios de calidad de la luz, de
intensidad o de fotoperiodo son percibidas gracias a los fotorreceptores.

Los fotorreceptores son proteinas fotosensibles capaces de transformar sefales
luminicas en respuestas bioquimicas y moleculares, induciendo asi una respuesta
adaptativa (como en el caso del SAS). Se conocen cinco tipos de fotorreceptores en
Arabidopsis, que absoben diferentes regiones del espectro de luz: el receptor UVRS,
(que absorbe luz UV-B (280-315 nm)); las fototropinas (phot), los criptocromos (cry),
las zeitlupes (ZTL) (que absorben luz UV-A (~320- 400 nm) y azul (~400- 500 nm)); v los
fitocromos (phy) (que absorben en el rango del rojo (R) (~¥666 nm) y rojo lejano (FR)
(~730 nm)) (Figura 1.3).

Hay una nomenclatura estandarizada en el campo del estudio de los fitocromos que
utilizaré en esta tesis. Se utilizard mayusculas cursiva para referir a los genes WT
(ejemplo: PHYA), minuscula cursiva para los mutantes (ejemplo: phyA) y minuscula sin
cursiva para la holoproteina (que es el fitocromo maduro junto al croméforo; ejemplo:
phyA) (Quail 1994).

Los fitocromos son una familia de fotorreceptores compuesta de cinco miembros en
Arabidopsis thaliana (PHYA a PHYE) que presentan una actividad diferencial en
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presencia de luz Ry FR. La luz R es la éptima para realizar la fotosintesis, mientras que
la luz FR no es fotosintéticamente activa. Por esta razon, los fitocromos son de gran
importancia ya que permiten a la planta detectar cambios en la capacidad fotosintética
de la luz incidente e inducir asi respuestas a cambios energéticos, como ocurre durante
el SAS, ademds de regular respuestas de desarrollo como la desetiolacion, la
germinacion o la floracion (Figura 1.3).

Los fitocromos son proteinas homodiméricas con un dominio N-terminal, que se une a
un cromdforo bilina, y un dominio C-terminal, que les confiere la capacidad de
dimerizar y que posee la secuencia de localizacién nuclear (NLS). Los fitocromos se
clasifican como fotolabiles (PHYA) o fotoestables (PHYB, PHYC, PHYD, PHYE) en funcion
de la estabilidad que presenten en luz. Los fitocromos tienen dos formas
fotoconvertibles que son reversibles. Se sintetizan en la forma inactiva Pr (Amax
666nm). En oscuridad los fitocromos se localizan en el citoplasma; después de la
percepcion de luz R, rapidamente, la forma Pr se convierte en la forma activa Pfr (Amax
730nm) vy se transloca al nucleo induciendo la expresiéon de genes de respuesta
primaria a fitocromos, que induciran cascadas de transduccion del sefial (Figura 1.4).
Cuando la planta pasa a luz FR (o aumenta la proporcidn de luz FR), la forma activa Pfr
pasa a la forma inactiva Pr.

—» Pphy
4

Germinacion phy

Desetiolacion phy, cry
(intensidad de la luz)

Floracion phy, cry, ZTL
(longitud del dia)
7L Sidrome de huida de la phy
sombra (SAS)
cry (calidad de la luz)
phot Tropismos phy, cry, phot

(direccion de la luz)

Figura 1.3 Fotorreceptores y su participacion en respuestas fisiolégicas en Arabidopsis thaliana.
Longitudes de onda del espectro de luz reconocidas por cada fotoreceptor. Se representan los
fitocromos (phy), las zeilupes (ZTL), los criptocromos (cry), las fototropinas (phot), y el receptor de
ultravioleta (UVRS).

El phyB es el principal fitocromo regulador de multiples respuestas en la planta:
germinacién, desetiolacidn, floracién, SAS, elongacion del hipocotilo, gravitropismo,
crecimiento de los pelos radiculares, regulacién de la arquitectura de la hoja,
elongacion de internodos, apertura estomas, reloj circadiano (Franklin & Quail 2010).
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El phyA también tiene un papel importante en la elongacién del hipocotilo durante la
desetiolacién: mientras que el phyB reprime esta respuesta en presencia de luz R, el
phyA la reprime en respuesta a luz FR (Franklin & Quail 2010). phyD y phyE, y en
algunos casos phyC, tienen funciones redundantes al phyB en estas u otras respuestas
(Monte et al. 2003).

2.2 Transduccion: el modelo de desetiolacion

Se llama transduccidn de la sefial luminica a toda la serie de eventos moleculares
ocurridos entre la percepcién de la luz y la induccién de cambios en la expresion génica
que desembocan finalmente en la generacion de una respuesta fisioldgica en la planta.
Algunos fotorreceptores, como los fitocromos, se dirigen al nucleo al fotoactivarse, y
de esta forma son capaces de interaccionar rapidamente con componentes nucleares
o factores de transcripcidn e inducir cambios directos en la expresion génica. La mayor
parte de estos componentes se ha identificado estudiado el proceso de desetiolacion,
un proceso de desarrollo regulado por la luz que se entiende particularmente bien a
nivel molecular (Quail 2002). Cuando las semillas germinan en la oscuridad, las
plantulas resultantes se desarrollan siguiendo un programa denominado etiolaciéon o
escotomorfogénesis, que se caracteriza por (1) un alargamiento activo del hipocotilo
para buscar la luz, (2) la presencia de cotiledones sin exponer, cerrados y formando
parte del gancho apical que protege el meristemo apical cuando la plantula crece a
través del suelo, y (3) el desarrollo de etioplastos con precursores de la clorofila y bajos
niveles de carotenoides. Cuando las plantulas etioladas emergen del suelo y perciben
la luz, se inicia un proceso de desarrollo distinto denominado desetiolacion o
fotomorfogénesis. La desetiolacion resulta en (1’) la inhibicién de la elongacién del
hipocotilo, (2’) la expansiéon de los cotiledones, y (3’) la diferenciacién de los
etioplastos en cloroplastos.

Un componente especifico de la respuesta de los fitocromos son los PIFs
(PHYTOCROME INTERACTING FACTORS). Se trata de una familia de factores de
transcripcion de tipo bHLH, muchos de los cuales son capaces de interaccionar con
fitocromos fotoactivados en el nucleo. Esta interaccidn provoca la fosforilacién de los
PIFs por mecanismos no del todo establecidos. La fosforilacién de algunos PIFs (PIF1,
PIF3, PIF4 y PIF5, también conocidos como el cuarteto PIF o PIFg) provoca su eventual
degradacidn por el proteosoma, mientras que en el caso de PIF7 debilita la unién a sus
promotores diana sin alterar los niveles de proteina total (Leivar et al. 2008b; Castillon
et al. 2007). PIF1 y PIF3 son capaces de interaccionar con phyA y phyB, mientras que
PIF4, PIF5 y PIF7 solo interaccionan con phyB (Leivar et al. 2008b). Ademas PIF3, PIF4 y
PIF7 son capaces de afectar negativamente a la actividad del propio phyB en presencia
de luz R continua, promoviendo niveles menores de proteina phyB de forma aditiva o
sinérgica enviandolo a degradar via proteasoma (Leivar et al. 2008b). En general, los
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PIFs se acumulan (o se activan) en oscuridad o en sombra para reprimir los procesos
asociados con la fotomorfogénesis y promueven el alargamiento del hipocotilo.

Junto con los PIFs, dos de los componentes principales de las rutas de transduccién
luminica son HY5 (LONG HYPOCOTYL5) y COP1 (CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENIC1), su antagonista. HY5 es un factor de transcripcién bZIP que se
acumula en luz para promover el desarrollo fotosintético durante la desetiolacion.
Ademas HY5 participa como integrador de la informacién luminica con otras vias como
la respuesta a hormonas como estrigolactonas y ABA y sefiales retrégradas (Oyama et
al. 1997; Song et al. 2008; Ruckle & Larkin 2009; Larkin & Ruckle 2008; Jia et al. 2014;
Chen et al. 2013). A su vez, HY5 es degradado en oscuridad por interaccion con COP1,
una E3 ubiquitin ligasa que lo marca para llevarlo al proteasoma evitando asi la
fotomorfogénesis (Ang et al. 1998; Hardtke et al. 2000; Zhang et al. 2011; Wang 2001)
(Figura 1.4). En la luz, COP1 se transporta fuera del nucleo en un proceso dependiente
de criptocromos y regulado también por los fitocromos. Asi se previene la degradacion
de HY5. Niveles aumentados de HY5 y reducidos de PIFs acaban desreprimiendo la
fotomorfogénesis de forma sinérgica (Leivar & Quail 2011; Castillon et al. 2007).

OSCURIDAD Luz

Genes relacionados con la Genes relacionados con la
fotomorfogénesis fotomorfogénesis

Figura 1.4 Componentes de la transduccidn de la sefial luminica de los fitocromos y criptocromos.

A) En oscuridad los fitocromos se encuentran en su forma inactiva Pr. COP1 se acumula en el ntcleo y
ubiquitina a HY5 para enviarlo a degradar via proteasoma. De esta forma los PIFs pueden unirse al ADN
y reprimir genes que activan la fotomorfogénesis. B) En presencia de luz, el fotoequilibrio de los
fitocromos se desplaza hacia la forma activa Pfr, capaz de migrar al nucleo y interaccionar con los PIFs,
enviandolos a degradar via proteasoma. Por otra parte, COP1 se transporta fuera del nlcleo via
criptocromol (cryl), impidiendo la degradacién de HY5 y por tanto permitiendo la union de HY5 al ADN
y la induccidon de la expresion de genes activadores de la fotomorfogénesis. Las abreviaturas
correspondientes se encuentran al inicio de la tesis.
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2.3 Regulacion de la sintesis de carotenoides durante la

desetiolacion

Muchos estudios realizados sobre la regulacién de la carotenogénesis en Arabidopsis
se han focalizado en la desetiolacidon, ya que este proceso implica una gran activacion
de la produccion de carotenoides en cloroplastos para proteger el aparato
fotosintético y ayudar al desarrollo fotosintético. Todos los genes de Arabidopsis que
codifican enzimas de la ruta del MEP y de la biosintesis de carotenoides se inducen
coordinadamente (Rodriguez-Concepcién 2006; Meier et al. 2011). Con tal de facilitar
la transicion hacia un metabolismo fotosintético y minimizar los efectos dafiinos de la
luz cuando el aparato fotosintético se esta ensamblando durante la desetiolacion, la
produccién de carotenoides también estd coordinada con la produccién de clorofilas
mediante mecanismos moleculares que dependen de la familia de fotorreceptores
fitocromos (Von Litig et al. 1997; Woitsch & Ro 2003; Toledo-Ortiz et al. 2010; Meier et
al. 2011). En concreto, se ha descrito un papel preponderante para los PIFs (Leivar et
al. 2008a; Leivar & Quail 2011). Los PIFs se acumulan es oscuridad e inhiben el
desarrollo fotosintético debido a que se unen a los promotores de genes relacionados
con la fotosintesis impidiendo el acceso de otros factores de transcripcién encargados
de activar estos genes, como HY5 (Figura 1.4A) (Castillon et al. 2007; Bae Gabyong &
Choi 2008; Leivar & Quail 2011). Se ha observado que los mutantes deficientes en PIFs
tienen unos mayores niveles de clorofilas y carotenoides (Toledo-Ortiz et al. 2010;
Leivar et al. 2009). En ellos, PIF1 se ha determinado como el mayor regulador de la
sintesis de carotenoides durante la desetiolacién, siendo capaz de unirse a un motivo
G-Box (CACGTG) en el promotor de PSY para inhibir su transcripcion (Toledo-Ortiz et al.
2010). Se ha demostrado que la sobreexpresion de PSY es suficiente para el
incremento de la sintesis de carotenoides durante la desetiolaciéon (Rodriguez-Villalén
et al. 2009b; Rodriguez-Villalon et al. 2009a) y que ademas este incremento genera
una induccion en la expresidon de DXS posiblemente para asegurar el subministro de
precursores (Rodriguez-Villalén et al. 2009a).

Posteriores trabajos han demostrado que la actividad represora de los PIFs (y,
especificamente, de PIF1) sobre la expresidn de PSY y la sintesis de carotenoides estd
antagonizada por HY5, que de esta forma actian como un médulo regulador que
coordina la expresidon genética relacionada con la fotosintesis y con la temperatura
(Toledo-Ortiz et al. 2014). HY5 es un inductor de las respuestas relacionadas con la
fotomorfogénesis, incluyendo la acumulacion de clorofilas y carotenoides (Oyama et
al. 1997). En concordancia con el rol de HY5 como activador de la fotomorfogénesis y
de una mayor acumulacién de pigmentos, el mutante hy5 presenta una menor
cantidad de transcritos de PSY, tanto en luz R como en oscuridad (Toledo-Ortiz et al.
2014). Ademas mediante inmunoprecipitacién de cromatina se determiné que HY5 es
capaz de unirse al mismo motivo G-box que PIF1, confirmando el papel antagonista
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entre PIF1 y HY5 en la regulacion de la biosintesis de carotenoides (Toledo-Ortiz et al.
2014). HY5 regula la expresion génica directamente, uniéndose a motivos “ACE”
(motivos que contienen ACGT) como la Z-box (ATACGTGT), C-box (GACGTC), G-box y
cajas hibridas C/G (GACGTG) y C/A (GACGTA) (Lee & He 2007). Se desconoce la
relevancia de este tandem antagonista PIF1-HY5 para la regulacion de la sintesis de
carotenoides en otros procesos regulados por luz ademas de la desetiolacion.

2.4 Sindrome de huida de la sombra (SAS):

Los fitocromos son los principales fotorreceptores implicados en el SAS, una respuesta
adaptativa que permite a la planta detectar la presencia de plantas vecinas
potencialmente competidoras por la luz, asi como crecer y desarrollarse en ambientes
con baja intensidad de luz por la elevada densidad vegetal, tal y como sucede en la
naturaleza (por ejemplo en selvas o bosques) o en la agricultura (cultivos extensivos).

La presencia de un dosel vegetal o de vegetacidon proxima resulta en una reduccién del
ratio R:FR (R/FR) percibido por parte de la planta. Concretamente, bajo un dosel
vegetal el R es filtrado por las hojas de la vegetacidn situada por encima, resultando en
una disminucion del R/FR percibido por la planta, ademas de ir acompafiado de una
disminucion en la intensidad luminica. En el caso de la proximidad de vegetacion que
no llega a ensombrecer (por ejemplo, vegetacion situada al lado de la planta de
estudio), el R/FR disminuye debido a un incremento del FR reflejado por estas plantas
vecinas, y en este caso, no va acompafiado de una disminuciéon en la intensidad
luminica. Esta reduccidon en el R/FR es percibida principalmente por el phyB (Holmes &
Smith 1977; Yanovsky, Casal & Whitelam 1995; Smith 2000; Martinez-Garcia et al.
2014). Por otra parte, la sombra producida por un dosel vegetal permite la
acumulacién del phyA por lo que también implica la percepcidon de R/FRbajo tanto
por phyA como por phyB (Holmes & Smith 1977; Yanovsky, Casal & Whitelam
1995; Smith 2000; Sellaro et al. 2010), la reduccién de la luz azul percibida por cryl
(Yanovsky, Casal & Whitelam, 1995) y la reduccién del ratio azul/verde también
percibido por cryl (Sellaro et al. 2010).

En esta tesis nos centraremos en las respuestas del SAS causadas por una reduccién de
R/FR. La reduccién de R/FR causada por el reflejo o filtracién foliar de la luz solar
produce cambios en el fotoequilibrio de los fitocromos hacia la forma inactiva,
induciendo el SAS (Ballaré et al. 1987). El SAS incluye respuestas como la inhibicién de
la germinacion, la induccion de la elongaciéon del hipocotilo de las plantulas, los
internodos del tallo, y los peciolos de las hojas, la inhibicidn de la expansién foliar, y la
induccion del tiempo de floracidon. En cuanto a la respuesta molecular, la sefial
percibida por phyB y, en menor medida, otros fitocromos (Bae Gabyong & Choi 2008)
desencadena cambios en la expresion génica de reguladores positivos y negativos del
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SAS que actluan como un sistema de “acelerador y freno” que ayuda a controlar la
magnitud de la respuesta a sombra (Roig-Villanova et al. 2007; Sessa et al. 2005).

La disminucién de R/FR induce la transcripcién de genes de respuesta rapida que
actian como represores del SAS, como PHYTOCHROME RAPIDLY REGULATED1 (PAR1),
su paralogo PAR2 (Bou-Torrent et al. 2008), y LONG HYPOCOTYL IN FAR RED1 (HFR1).
Se tratan de co-factores transcripcionales, ya que son proteinas sin dominio de unién a
ADN pero capaces de interaccionar con factores de transcripcion reales, impidiendo asi
su unién al ADN (Galstyan et al. 2012; Galstyan et al. 2011; Hornitschek et al. 2009).
Los PIFs actuan de reguladores positivos de varias de las respuestas del SAS (Lorrain et
al. 2008; Leivar et al. 2012b; Hornitschek et al. 2012; Li et al. 2012). En este caso los
niveles de proteina de varios PIFs incrementan de forma rapida en condiciones de
bajo ratio R/FR (Lorrain et al. 2008; Leivar et al. 2012b). Los PIFs inducen la respuesta
de elongacion del hipocotilo. Asi en respuesta a sombra de elongacion de hipocotilo
esta significativamente atenuada en mutantes pifq (pif1 pif3, pif4, pif5) y pif7 (Lorrain
et al. 2008; Leivar et al. 2012b; Li et al. 2012). Ademas las lineas sobreexpresoras de
PIF4 y PIF5 tienen constitutivamente elongados los hipocotilos y los peciolos (Lorrain
et al. 2008). PAR1 y HFR1 pueden interaccionar con varios de estos PIFs y de esta
manera inhibir su unién a sus promotores diana (Hornitschek et al. 2009; Hao et al.
2012; Shi et al. 2013). Es decir, PAR1 y HFR1 serian antagonistas de los PIFs en la
respuesta a sombra, de forma similar a lo que ocurre con HY5 en el proceso de
desetiolacién.

Todas las hormonas de plantas que estan implicadas en el crecimiento como auxinas,
brasinoesteroides (BRs), etileno y giberelinas (GAs), participan en la respuesta a
sombra durante el SAS. Por esta razon hay una coordinacién de las rutas de
senalizacion del SAS con las rutas hormonales (Martinez-Garcia et al. 2010). Asi, se ha
reportado que PIF4 y PIF5 interaccionan fisicamente con el promotor del gen YUCCA8
(YUC8), que codifica para una enzima limitadora de flujo en la ruta de sintesis de
auxinas (Hornitschek et al. 2012). También PIF7 se une a secuencias diana en los
promotores de genes de biosintesis de auxinas (YUC5, YUC8 y YUC9). Ademas, PIF4,
PIF5 y PIF7 coordinan la cantidad de la auxina acido indolacético (IAA) requerido para
la elongacién del hipocotilo en sombra (Li et al. 2012)

Aunque el SAS constituye una respuesta esencial para la adaptacién de la planta a su
ambiente y tiene una clara repercusién agrondmica, aun se desconocen la mayor parte
de los mecanismos moleculares de su regulacién. Por ejemplo, diversos estudios
sugieren que HY5 podria actuar como represor de la elongacion del hipocotilo durante
el SAS (Ciolfi et al. 2013; Sellaro et al. 2011), tal y como ocurre durante la desetiolacion
(Lau & Deng 2010). Sin embargo, las pruebas experimentales que apoyan esta
posibilidad son aun débiles.

14



INTRODUCCION .

2.5 Regulacidn de la sintesis de carotenoides durante el SAS

Para evitar la fotooxidacion tras una exposicidn solar intensa, las plantas necesitan
producir carotenoides, ya que estos metabolitos se encargan de disipar la energia
sobrante como calor y de neutralizar los radicales libres de oxigeno (Niyogi 1999). Sin
embargo, cuando la planta detecta sefiales de sombra se produce un proceso inverso
de reduccidn en los niveles de carotenoides, que pasan a ser menos necesarios para la
fotoproteccién (Roig-Villanova et al. 2007). Tal y como se ha explicado anteriormente,
la regulacion de la biosintesis de carotenoides durante la desetiolacién esta regulada
por el moédulo de activacidn-represion PIF1-HY5, que controla la expresion de PSY de
forma antagonista (Toledo-Ortiz et al. 2014). Este rol antagonista entre reguladores
positivos y negativos es comun encontrarlo en la regulaciéon de otras respuestas
fisioldgicas que comprenden el SAS, como la elongacidn del hipocotilo (Roig-Villanova
et al. 2007; Lorrain et al. 2008; Hornitschek et al. 2012; Leivar et al. 2012b; Li et al.
2012; Sellaro et al. 2012; Bou-Torrent et al. 2008; Hornitschek et al. 2009; Hao et al.
2012; Shi et al. 2013). Aun se desconoce el papel de los PIFs y HY5 en la regulacidon de
la biosintesis de carotenoides y particularmenteen la expresion de PSY en respuesta a
proximidad vegetal. Resultados previos mostraron que plantas sobreexpresoras de
PAR1 acumulaban mayor cantidad de carotenoides y clorofilas (Roig-Villanova et al.
2007). Sin embargo se desconoce si el modulo regulador de la respuesta de elongacion
del hipocotilo en sombra protagonizado por PAR1 y HFR1 junto a los PIFs también esta
implicado en la regulacién de la biosintesis de carotenoides durante el SAS.

3. Las senales retrégradas: el lenguaje de los cloroplastos

Tal y como describid Lynn Margullis en la teoria endosimbidntica, los cloroplastos y las
mitocondrias provienen de ancestros bacterianos que vivian libremente. Estudios
filogenéticos, bioquimicos y analisis estructurales sugieren que las mitocondrias
descienden de un ancestro similar a una proteobacteria que se introdujo dentro de
una arqueobacteria hace 1.5 mil millones de afios, mientras que los cloroplastos
descienden de un ancestro similar a una cianobacteria que invadid una célula
eucariota poseedora ya de mitocondrias hace 1.5- 1.2 mil millones de afios (Woodson
et al. 2013). A lo largo de la evolucién, estos organulos han derivado al nucleo la
mayoria de los genes inicialmente presentes en su genoma, transformando al nucleo
en su regulador principal (Timmis et al. 2004). El genoma actual de los cloroplastos
(plastoma) contiene menos de 100 ORFs (Green 2011). El resto de proteinas que se
encuentran en el cloroplasto (3500-4000) se transcriben desde los genes nucleares,
son producidas en el citosol, y son importadas posteriormente al cloroplasto. Los
genes que estan relacionados con la fotosintesis y se encuentran en el nucleo son
llamados PhANGs (Photosyntetic Asociated Nuclear Genes). Varios complejos
enzimaticos de la fotosintesis estan formados por proteinas codificadas por PhANGs y
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por genes del plastoma, y por lo tanto se encuentran codificados en genomas
separados (Nott et al. 2006). Esto requiere que existan mecanismos que aseguren una
correcta coordinacién entre la expresion de ambos genomas, con tal de mantener un
equilibrio en la concentracion de proteinas dentro del cloroplasto y asi preservar su
correcto funcionamiento. La coordinacién del genoma del organulo con el genoma
nuclear implica senalizacion en dos direcciones: del nucleo al cloroplasto (llamada
sefializacion anterdgrada) y del cloroplasto al nucleo (sefializaciéon retrégrada).

El nucleo controla la mayoria de procesos que ocurren en el cloroplasto, incluyendo la
expresion de genes de estos organulos mediante sefializacion anterograda. Y sefiales
retrogradas que provienen del cloroplasto son capaces de informar de su estado y
modulan asi la expresidon de genes nucleares (Woodson & Chory 2008). Aunque las
sefales retrégradas varian en naturaleza y procedencia, se han agrupado en dos
grupos fundamentales. Aquellas que participan en la biogénesis del cloroplasto y sus
fotosistemas (y por tanto en su desarrollo), y las sefiales operacionales, que son
aquellas que se generan especificamente en respuesta a cambios ambientales como el
estado redox del cloroplasto (Pogson et al. 2008) (Figura 1.5).

La senalizacidn retrégrada juega un rol muy importante en respuestas adaptativas a
estrés, como estrés oxidativo por exceso de luz. En estas situaciones, los cloroplastos
son capaces de actuar como sensores de estrés ambiental y de enviar sefiales
retrogradas de diferente naturaleza y procedencia para informar al nucleo de su
estado y permitir la adaptaciéon de la planta (Singh et al. 2015). Estas sefales se
encargan normalmente de reprimir la expresiéon de genes PhANGs implicados en la
maquinaria fotosintética y de activar la expresiéon de genes relacionados con
fotoproteccidn o resistencia a patégenos (Kleine et al. 2013).

El estudio de la sefalizacidn retrégrada en el laboratorio implica normalmente su
induccidn gracias al tratamiento con herbicidas como norflurazon (NFZ), un inhibidor
de la sintesis de carotenoides, o lincomicina (LIN), un inhibidor de la expresiéon de
plastoma (Singh et al. 2015; McCormac & Terry 2004). Aunque ambos tipos de
inhibidores son capaces de arrestar el desarrollo de los cloroplastos, las cascadas de
sefializacidn que desatan son distintas (Voigt et al. 2010).
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Cloroplastos fotosintéticamente activos:

. pueden realizar eficientemente la
Cloroplastos desarrollandose C . , )
fotosintesis, reduccion de ROS y respuesta
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Figura 1.5 Tipos de sefales retrégradas generadas por los plastos (entre ellos, los cloroplastos) para
controlar la transcripcion de genes nucleares.

A) Sefales retrogradas derivadas de la biogénesis del cloroplasto. Estas sefiales son generadas por los
cloroplastos para coordinar la expresion de genes relacionados con la fotosintesis durante el desarrollo
del cloroplasto. Estas sefiales permiten sincronizar la biogénesis del cloroplasto con la fotomorfogénesis
en los primeros estadios de desarrollo de la planta. B) Sefales retrégradas operacionales. Estas sefiales
son utilizadas por los cloroplastos fotosintéticamente activos para regular la fotosintesis y genes
relacionados con estrés codificados en el nucleo generalmente durante estrés abidtico. Actian como
sefial moléculas derivadas del 10[, H,0,, PAP (3’-fosfoadenosina 5’- fosfato), MEcPP, B-ciclocitral o ABA.
C) Sefiales anterdgradas. Estas sefiales se inducen como consecuencia de las anteriores (A y B) y actian
de forma conjunta para maximizar la eficiencia fotosintética y minimizar la produccion de moléculas
ROS. D) Cuando el ROS induce dafio severo, el cloroplasto es capaz de generar sefiales retrégradas que
inducen la muerte celular. En este caso actuan las proteinas plastidicas EX1, EX2 (EXECUTER 1 o 2) o
moléculas derivadas de 102_.
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3.1 Senales retrégradas y biogénesis del cloroplasto.

Las senales retrégradas derivadas de la biogénesis del cloroplasto, coordinan la
expresion de los genes PhANGs con el estado del cloroplasto. Estas sefiales estan
relacionadas con la regulacién del ensamblaje y el mantenimiento de los componentes
del sistema fotosintético necesarios para el desarrollo y funcionamiento del
cloroplasto (Chan et al. 2016). Experimentos con NFZ llevaron a la identificacién de los
mutantes gun de las siglas en inglés genome uncoupled y demostraron la importancia
de las sefales derivadas de la ruta de las clorofilas o de los tetrapirroles en este
proceso. Por otra parte, experimentos con LIN o cloramfenicol (CAP, otro inhibidor de
la expresion del plastoma) identificaron componentes de la sefializacién retrégrada
asociada a la expresion del genoma del cloroplasto de las siglas en inglés plastid gene
expression (PGE).

3.1.1 Senales retrogradas dependientes de tetrapirroles

Los genes GUN actuan como hilo comunicador entre el cloroplasto y el nucleo. Cuando
se mutan, el cloroplasto ve impedida la comunicacion retrégrada con el nucleo en
condiciones de estrés, de forma que se desacoplan los dos genomas. Los genes GUN se
detectaron mediante la busqueda de mutantes capaces de restaurar la expresién de
genes fotosintéticos nucleares (PhANGs) en presencia de NFZ. La identifiacion de estos
mutantes gun demostrd por primera vez que las senales plastidicas se pueden modular
genéticamente y que por tanto la sefial retrégrada era una ruta de sefializacion real del
cloroplasto. La mayoria de los genes GUN (GUN2, GUN3, GUN4, GUN5 y GUNG6) (Susek
et al. 1993) (Figura 1.6) estdn implicados en la regulacion del metabolismo de los
tetrapirroles, algunos de cuyos productos intermediarios se han propuesto como
sefiales retrégradas; mientras que el gen GUN1 también controla la PGE (Singh et al.
2015). Los genes GUN contribuyen a la biogénesis del cloroplasto, al control del reloj
circadiano, a la tolerancia al estrés, a la sefializacion de luz y al desarrollo de la planta
(Larkin 2014).

La mayor parte de los mutantes gun tienen defectos en la sintesis de tetrapirroles
(Zhang et al. 2011). La ruta de los tetrapirroles engloba la sintesis de la clorofila, la
fitocromobilina, y el hemo (Figura 1.6). Dos candidatos propuestos como sefiales
retrogradas en esta via son la Mg-Proto-IX y el hemo (Woodson et al. 2011). Estos
intermediarios, que previenen la acumulacion de moléculas dafiinas para la planta y
afectan a la expresion de PhANGs, estan asociados con la regulacion de genes que
codifican proteinas de la fotosintesis, enzimas del ciclo de Calvin y la sintesis de
tetrapirroles (Singh et al. 2015). Las plantas tratadas con NFZ presentan una mayor
cantidad de Proto-IX, lo que genera a su vez una acumulacion de hemo y hasta 15
veces mas de Mg-Proto-IX. En condiciones de estrés, la induccion en los niveles de Mg-
Proto-IX en el cloroplasto genera un mayor exporte de Mg-Proto-IX al citosol, lo que ha

18



INTRODUCCION .

llevado a sugerir que este metabolito sea la sefial negativa que inhibe la expresion de
los PhANGs (Mochizuki et al. 2008; Strand et al. 2003; Ankele et al. 2007). La sintesis
de Mg-Proto-IX a partir de Proto-IX depende de la actividad de los genes GUN5 y
GUN4, que codifican para una subunidad de la quelatasa de magnesio (ChIH) y un
cofactor de ésta, respectivamente (Mochizuki et al. 2001).

La evidencia de Mg-Proto-IX como sefal retrégrada incluye: a) que 70 de los 182 genes
regulados negativamente en presencia de NFZ, no se encuentran reprimidos en gun5,
b) que en presencia de NFZ se da una acumulacion de Mg-Proto-IX y c) que la
presencia de Mg-Proto-IX suprime la expresion de los PhANGs (Strand et al. 2003;
Kindgren et al. 2012b; Ankele et al. 2007). Sin embargo, el rol de Mg-Proto-IX ha sido
debatido debido a que otros estudios muestran una falta de correlacidn entre el
metabolito y la expresion de PhANGs (Mochizuki et al. 2008; Schlicke et al. 2014).
También se ha postulado que la acumulacién de Mg-Proto-IX se da de manera
transitoria y que por ello se ha observado esta variabilidad en la expresion de PhANGs
(Kindgren et al. 2012b). El mecanismo por el cual el Mg-Proto-IX es exportado también
queda por resolverse (Kleine & Leister 2016).

Los genes GUN2, GUN3 y GUNG6 estan implicados en la biosintesis y metabolismo de
hemo (Figura 1.6). Mientras que GUN6 (FERROCHETALASE 1 (FC1)) esta directamente
implicado en la generacion de hemo a partir de Proto-IX, GUN2 (HAEM OXIGENASE) y
GUN3 (PHYTOCHROMOBILIN SYNTHASE) son alélicos a LONG HYPOCOTYL 1y 2 (HY1y
HY2), implicados en la transformacion del hemo en biliverdina IX (GUN2/HY1) y de esta
en fitocromobilina, el cromdforo de los fitocromos (GUN3/HY2). La acumulacién de
hemo producido en gun2 y gun3 hace disminuir la cantidad de Mg-Proto-IX, indicando
un feed-back negativo entre ambos compuestos (Zhang et al. 2011). Por otro lado, la
presencia de hemo también se ha propuesto como una sefial retréograda, ya que el
mutante de ganancia de funciéon gun6-1D, que tiene mayores niveles de hemo,
presenta una mayor expresion de PhANGs respecto al silvestre en presencia de NFZ
(Woodson et al. 2011).
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Figura 1.6 La ruta de los tetrapirroles en plantas con enzimas clave, mutantes gun asi como la
generacion de seiales retrégradas

En el caso de la rama de la sintesis de la clorofila, tanto GUN5 como GUN4 estan involucrados en la
biosintesis de Mg-Protoporfirina IX. Bajo estrés oxidativo, el Mg-Protoporfirina IX se acumula en el
plastido y se exporta al citoplasma a través de un mecanismo desconocido resultando en la represién de
los PhANGs. En la rama hemo de la biosintesis de tetrapirroles, intervienen GUN6 (ferroquetasa, FC1),
GUN2 (hemo-oxigenasa, HY1) y GUN3 (fitocromobilina sintasa, HY2) donde el hemo actua como
regulador positivo en la expresién de PhANGs. El mecanismo exacto a través del cual hemo llega al
nucleo o diferentes componentes que median la sefial hacia el nucleo es todavia desconocido. GUN1
parece actuar como punto de convergencia entre la regulacion de la expresion del genoma plastidico y
la via de los tetrapirroles, aunque aun su rol no es del todo conocido. Este esquema ha sido adaptado a
partir de (Terry & Smith 2013; Singh et al. 2015)

3.1.2 Senales retrégradas dependientes del PGE

El estudio de mutantes afectados en la transcripcion, la edicién del RNA o la traduccién
de proteinas del plastoma, o de plantas tratadas con inhibidores de algunos de estos
procesos como LIN o CAP, han puesto en relieve la importancia del PGE en Ia
comunicacion cloroplasto-nucleo (Rapp & Mullet 1991; Kakizaki et al. 2012; Terry &
Smith 2013). Debido a que el mutante gunl es el Unico capaz de restaurar la expresion
de PhANGs en respuesta tanto a NFZ como LIN (Koussevitzky et al. 2007), se han
realizado numerosos estudios para determinar la implicacion de GUN1 en las senales
dependientes de PGE. GUN1 codifica una proteina plastidica con un dominio rico en
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prolinas (PPR) de unién a RNA y que posiblemente controla la traduccién de proteinas
en el cloroplasto (Koussevitzky et al. 2007) (Figura 1.6). En presencia de inhibidores del
PGE o de NFZ, GUN1 reprimiria la sintesis de proteinas del plasto y consiguientemente
la expresidon de los genes PhANGs. Las proteinas que presentan un dominio PPR suelen
estar implicadas no solo en la traduccion de proteinas, sino también en la estabilidad,
procesamiento y ediciéon del mRNA (Koussevitzky et al. 2007). Por esta razén se ha
postulado que GUN1 también podria mediar los cambios en la edicion de RNA
plastidico que se observan tanto en presencia de NFZ como de LIN (Kakizaki et al.
2012).

Las sefiales dependientes de PGE dependen a su vez del estado redox en el
cloroplasto, ya que la ARN polimerasa que se encarga de la transcripcién de los genes
plastidicos de las siglas en ingés plastid-encoded RNA polymerase (PEP) se encuentra
regulada por el estado de la cadena de transporte electréonico (Pfannschmidt & Liere
2005). El mutante plastid redox insensitive 2 (prin2), deficiente en PEP, tiene reprimida
también la transcripcion del gen LIGHT-HARVESTING COMPLEX b (LHCB) bajo
condiciones ambientales. Los niveles del gen LHCB se pueden restablecer en el fondo
mutante gunl indicando que GUN1 y PRIN2 actuan de forma coordinada en la sefial
retrograda y en la transcripcién del plastoma (Kindgren et al. 2012a). Sin embargo,
GUN1 y PRIN2 parecen no actuar conjuntamente en condiciones de alta intensidad
luminica (Kindgren et al. 2012a).

Otros factores relacionados con PGE y que participan en seiial retrégrada son los
factores sigma plastidicos (SIGs), proteinas utilizadas por la PEP para transcribir sets
especificos de genes plastidicos. Tanto S/IG2 como SIG6 regulan los PhANGs de forma
parcialmente redundante pero mediante rutas diferentes (Woodson et al. 2013). Asi
los mutantes sig2 y sig6 tienen reprimida la expresién de LHCB y esta expresion puede
ser restaurada en el fondo gunl (Woodson et al. 2013).

De forma similar a lo observado con gunl, la expresién de los genes PhANGs se
recupera en presencia de NFZ y LIN en mutantes deficientes en factores de
transcripcion como ABI4 (ABSCISIC ACID INSENSITIVE 4) y PTM (Sun et al. 2011). PTM
es un factor de transcripcién de tipo PHD que posee dominios transmembrana que le
permiten anclarse a la membrana del cloroplasto. En respuesta a sefiales retrogradas
de varios tipos, la proteina se procesa y su extremo amino-terminal se transporta al
nucleo, donde activa a ABI4.

Por otro lado, el andlisis de mutantes impedidos en el importe de proteinas plastidicas
codificadas por el genoma nuclear mostrd una represion en los PhANGs. Este es el caso
del mutante plastid protein import2 (ppi2), que carece de una de las proteinas del
complejo de importe de la membrana exterior del cloroplastos (Toc159) y como
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resultado exhibe un fenotipo albino. En este mutante, los genes PhANGs LHCB y la
subunidad pequefia de la Rubisco (SSU) se encuentran reprimidos (Kakizaki et al.
2009). Esta represion esta regulada por los factores de transcripcion GOLDEN2-LIKE
(GLK), que actuan de forma conjunta con GUN1, pero no a través de la via de
senalizacion de los tetrapirroles ni a través de ABI4, sino por una via distinta aun
desconocida (Kakizaki et al. 2009; Waters et al. 2009).

3.2 Senales retrogradas operacionales

En presencia de patdgenos, sequia o una mayor intensidad luminica, los cloroplastos
son capaces de inducir sefales retrégradas de tipo operacional (Kleine et al. 2013).
Uno de los grupos mas estudiados y relevantes de sefiales operacionales son las
derivadas del estado redox de los cloroplastos. Hay tres grupos diferentes de sefiales
derivadas del estado redox que controlan la expresion de PhANGs: i) el estado de
oxidacion-reduccién de los componentes acoplados a la cadena de transporte
electronico, de las siglas en inglés photosynthetic electron transport chain (PET); ii) la
generacion de especies reactivas de oxigeno de las siglas en inglés reactive oxigen
species (ROS); vy iii) el intercambio de metabolitos entre el cloroplasto y el citosol
(Kindgren et al. 2012b). Hasta ahora se han estudiado de forma individual pero estas
sefiales se encuentran coordinadas a nivel metabdlico, espacial, temporal y fisioldgico
(Dietz 2015).

Los cambios en el estado redox de PET, que son los primeros en ocurrir en los
tilacoides del cloroplasto, se asocian con el pool de plastoquinonas (PQ), la viabilidad
del fotosistema |, productos metabdlicos como NADPH, y el sistema tiorredoxina-
ferredoxina. En bajas intensidades, se induce la oxidacién de plastoquinol (PQH,) a PQ
y la reduccion de la tiorredoxina, mientras que en altas intensidades se da la reduccién
de las PQ y la oxidacién de la tiorredoxina (Brautigam et al. 2009). Por otro lado, en
presencia de alta intensidad luminica el O, actua como aceptor de electrones de la
cadena de transporte electrénico en vez del NADP+, induciendo la formacion de
moléculas ROS (Asada, 2006). Como consecuencia se genera "0, por el triplete de la
clorofila en el fotosistema I, mientras que la transferencia de un electrén al O, desde
el fotosistema |, resulta en la formacion de O, que dara lugar a H,0,. Algunas de estas
sefales ROS se han propuesto como sefiales retrégradas. El H,0, es el mejor
candidato, mientras que el 0, y O, se piensa que tienen una menor relevancia como
sefales debido a que tienen poco tiempo de vida, mucha reactividad y baja habilidad
de difusion (Kochevar 2004; Mullineaux et al. 2006). Estas moléculas plastidicas ROS,
junto con el cambio en el estado redox de los componentes de PET, inducen por
mecanismos aun desconocidos cambios transcripcionales en genes nucleares
asociados a la respuesta redox de las siglas en inglés plastid redox-associated nuclear
genes (PRANGs) (Chan et al. 2016) (Figura 1.5).
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Se han estudiado diferentes proteinas que actian en la via de regulacidon de los
PRANGs en respuesta a los cambios redox del cloroplasto. Este es el caso de las
proteinas cloroplastidicas EXECUTER1 y 2 (EX1 y EX2), que median la respuesta de
muerte celular asociada a la presencia de 0, (FIGURA 1.5). Estas proteinas son capaces
de reprimir la muerte celular del mutante flu (que produce elevadas cantidades de *0,)
en el paso de oscuridad a luz (Kim et al. 2008). Esto no ocurre sin embargo en elevadas
intensidades de luz ni en presencia de oscuridad donde se inducen aun mayores
cantidades de 'O, Esto podria indicar o bien que esta complementacién depende de la
cantidad de 'O, (Lepistd & Rintamiki 2012) y/o de la participacién de otras sefiales
ROS inducidas en estas condiciones.

Otro caso es la proteina quinasa State Transition 7 (STN7), cuya fosforilacion hace
posible la captura de protones por el PSI para preservar la homeostasis del cloroplasto
y prevenir la formacion de ROS (Tikkanen et al. 2012). Algunos factores de
transcripcion que participan en la mediacion de la sefial son ZAT10 (Rossel et al. 2007),
Rap2.4a (Hiltscher et al. 2014) y factores de choque térmico, estos ultimos con una
elevada relevancia en las respuestas a elevadas intensidades de luz (Jung et al. 2013).

Otra ruta de sefnal retrogada caracterizada asociada a la presencia de ROS y a la
activacion de PRANGs es la via 3’(2’), 5'-bifosfato nucleotidasa 1 (SAL1) - 3'-
fosfoadenosina 5’-fosfato (PAP) (Estavillo et al. 2011). Esta via de sefal retrégrada
tiene un gran impacto en la respuesta a estrés oxidativo, ya que cuando se desregula
se altera el 35% del transcriptoma en presencia de elevada intensidad luminica. SAL1
se localiza en cloroplasto y mitocondrias y actla como antagonista de PAP, regulando
negativamente su acumulacién. Bajo elevada intensidad luminica o sequia, se da un
incremento en la acumulacién de PAP (Figura 1.5), pasando desde el cloroplasto al
citosol y finalmente al nucleo, donde inhibe las 5’-3" exorribonucleasas (XRNs). Como
parte de la represidon de estas XRNs se da una activacién de la expresion de los PRANGs
y de genes de respuesta a estrés oxidativo como la ascorbato peroxidasa (APX2) que se
encarga de convertir H,O, en H,0 (Estavillo et al. 2011; Rossel et al. 2007).

3.3 Senales retrégradas y carotenoides

Los carotenoides son fundamentales para la proteccién de los cloroplastos frente al
dano fotooxidativo causado por el exceso de luz. Cuando esta fotoproteccién es
insuficiente, se generan sefiales retrégradas para ajustar la fotosintesis a las nuevas
condiciones ambientales. Curiosamente, algunos precursores de los carotenoides y
algunos de sus derivados apocarotenoides también contribuyen a este proceso, ya que
actuan como moléculas senal que acaban dirigiéndose al nucleo para regular la
expresion génica (Chan et al. 2016).
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El MEcPP, que es un intermediario de la via del MEP (Figura 1.1), constituye una sefial
retrégrada de tipo operacional que se acumula en elevadas intensidades luminicas,
cuando se produce un estrés oxidativo (Figura 1.5). El MECPP es capaz de viajar del
cloroplasto al nucleo para inducir la expresion del gen nuclear que codifica la proteina
cloroplastidica hidroxiperdxido liasa (HPL) y otros genes implicados en la respuesta a
estrés bidtico (Xiao et al. 2012; Gonzéalez-Cabanelas et al. 2015). En cambio, la
respuesta nuclear del MEcPP no incluye cambios en PhANGs y pertenece a una ruta
independiente de GUN1 (Xiao et al. 2012).

ABA, la fitohormona apocarotenoide mas estudiada, también ha sido catalogada como
una sefial retrograda (Leister 2012; Baier & Dietz 2005) (Figura 1.5), ya que es capaz de
acumularse en respuesta a la fotoxidacién de la cadena de transporte electrdnico y
inducir la transcripcién de diferentes enzimas antioxidantes que se encuentran
codificadas en el nucleo, como APX2. Los precursores del ABA también estdn regulados
por el potencial redox. En presencia de elevada intensidad luminica, el pH del lumen
del cloroplasto se acidifica, y este cambio en el pH induce la union de la VDE a las
membranas de los tilacoides, y por tanto su actividad enzimatica. Como resultado la
violaxantina se transforma en zeaxantina que resulta mas eficiente para disipar el
exceso de energia (Hieber et al. 2000).

Por otro lado, la presencia de 0,, generada por el dafio oxidativo, puede atacar al B-
caroteno y provocar la generacidén no enzimatica de apocarotenoides como B-ionona,
a-ionona, DHA, o B-ciclocitral. Estos dos ultimos metabolitos son capaces de actuar
como una sefal retrégrada implicada en las vias de seializacién de ROS en plantas,
induciendo cambios en la expresion de genes nucleares relacionados con la respuesta
a estrés oxidativo (Ramel et al. 2012; Shumbe et al. 2014) (Figura 1.5).

Ademas de actuar como sefiales retrégradas implicadas en respuestas de
fotoproteccidn, los apocarotenoides son capaces de regular los genes nucleares de la
carotenogénesis (McQuinn et al. 2015). Por ejemplo, la sobreacumulacion de
neurosporeno o prolicopeno induce la expresion nuclear de PSY1 en tomate, se cree
gue de forma dependiente a CCDs (Kachanovsky et al. 2012).

Los apocarotenoides ademas ejercen un rol esencial en la regulacién del desarrollo de
los plastos, las hojas y las raices. Un ejemplo es la sefial aun desconocida generada por
la pérdida de funcion del enzima ZDS en el mutante c/b5, que controla el desarrollo del
cloroplasto y el desarrollo de la hoja (Avendafio-Vazquez et al. 2014). Plantas mutantes
clb5 tienen alterada la morfologia foliar y muestran alteraciones en la expresién de
muchos genes plastidicos y nucleares tipo PhANGs (Avendafio-Vazquez et al. 2014).
Curiosamente cl/b5 fenocopia el mutante enf2, implicado en el desarrollo de la parte
abaxial de la hoja (Tameshige et al. 2013). En ambos casos es necesaria la presencia de
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GUNL1 para el arresto del desarrollo en las hojas, indicando que esta sefial procede del
cloroplasto. Sin embargo, aun queda por descubrir como estas sefiales son
transducidas via GUNL1. La seifal que se propone en el caso de c/b5 es dependiente del
corte del C-caroteno o fitoflueno (Avendafio-Vazquez et al. 2014). Otra seial
desconocida derivada de carotenoides controla del desarrollo de las raices laterales
mediante el control de la expresién de genes nucleares (Van Norman et al. 2014).

3.4 Senales retrégradas y luz

Multiples estudios basados en el tratamiento de plantas con inhibidores de la
biogénesis del cloroplasto, han mostrado que las sefiales retrégradas interaccionan
con las rutas de sefializacion de luz para controlar el desarrollo de la planta (Ruckle et
al. 2012; Larkin & Ruckle 2008; Ruckle et al. 2007; Ruckle & Larkin 2009; Larkin 2014).
Las interacciones entre la luz y la sefializacion retrégrada se sugirieron porque la luz y
las sefiales plastidicas regulan de forma comun la expresion de genes relacionados con
la fotosintesis (Ruckle et al. 2012). Esta coordinacidon resulta primordial para la
biogénesis del cloroplasto (Ruckle et al. 2007).

Aunque senales dependientes de GUN1 pueden regular la expresiéon de genes
fotosintéticos en la oscuridad, GUN1 parece converger con rutas de transduccién
luminica para regular la expresion de genes fotosintéticos como LHCB en funcién de la
calidad y cantidad de luz (Ruckle et al. 2007). Ademas de la via de sefializacién
retrograda dependiente de GUN1 (que depende de ABI4 para reprimir la expresion
génica mediante la unién al motivo CCAC en genes de respuesta a luz), se ha propuesto
la existencia de otra ruta independiente de GUN1 pero dependiente de tetrapirroles
que regula la expresion de PhANGs mediante HY5(Kindgren et al. 2012b). Por tanto,
ambos factores, HY5 y ABI4 actuarian coordinadamente aguas abajo de la sefializaciéon
retrograda para coordinarla con la sefial luminica (Ruckle et al. 2007; Larkin & Ruckle
2008; Xu et al. 2016).

Un estudio muy reciente muestra que las sefales retrogradas dependientes de LIN y
NFZ reprimen la desetiolacion induciendo un cambio en la actividad de los PIFs y los
genes que éstos reprimen (Martin et al. 2016). En él se ha descrito una via de
senalizacion dependiente de GUN1 aunque independiente de PIFs en la que los
fitocromos y las senales retrdgradas convergen en la regulacion del factor de
transcripcion implicado en la fotomorfogénesis GLK1 (Martin et al. 2016). Otro estudio
reciente también ha mostrado que el modulo HY5-ABI4 esta implicado en la
convergencia de la sefial luminica y la sefial retrograda durante la desetiolacién (Xu et
al. 2016). Sin embargo, la relevancia de la sefializacién retrograda para la respuesta a
luz una vez concluido el periodo de desetiolacion (por ejemplo, para el SAS) ha sido
mucho menos estudiada.
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Objetivos

En esta tesis nos planteamos dos objetivos principales:

Identificar factores moleculares implicados en la regulacion de la sintesis de
carotenoides en respuesta a sombra. Estudios previos han demostrado que la
regulacién transcripcional del primer paso de la via de sintesis de carotenoides
(PSY) es fundamental para regular el flujo metabdlico de la misma. También se
han identificado algunos factores de transcripcién capaces de regular el Unico
gen codificante para este enzima en la planta modelo Arabidopsis thaliana
(PIF1, HY5). En la tesis se estudiara el papel de estos factores de transcripcion
en la regulacién de la sintesis de carotenoides en respuesta a sombra y se
buscaran nuevos factores implicados en esta respuesta.

Explorar si los carotenoides influyen en la respuesta a sombra a través de la
generacion de seiales retrégradas. Se sabe que algunos compuestos derivados
de los carotenoides, como el ABA y el B-ciclocitral, actian como sefiales
retrégradas. En esta tesis se estudiara si los carotenoides y sus derivados son
necesarios para la respuesta a sombra estimada como alargamiento del
hipocotilo en plantulas expuestas a un tratamiento de luz que simula la
proximidad de otras plantas sin cambios en la intensidad de luz.
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Resultados

Capitulo 1: Regulacion de la sintesis de carotenoides en

respuesta a sombra

La respuesta a sombra mas estudiada hasta ahora es la induccidn de la elongacion del
hipocotilo, que se encuentra regulada de forma muy precisa por un balance dinamico
entre reguladores positivos y reguladores negativos, funcionando como un mecanismo
de gas y freno (Roig-Villanova et al. 2007). Sin embargo, también se sabe que el SAS
implica una disminucién en la cantidad de pigmentos (Roig-Villanova et al. 2007) cuya
regulacién, aunque es importante para la supervivencia de la planta, aun se desconoce
(Bou-Torrent, Toledo-Ortiz & Ortiz-Alcaide 2015). Debido a que en Arabidopsis PIF1
inhibe la transcripcion del gen PSY, que codifica la principal enzima de la ruta de la
carotenogénesis (Toledo-Ortiz et al. 2010; Toledo-Ortiz et al. 2014) y que a su vez los
PIFs son regulados negativamente por PAR1, un inductor de la carotenogénesis
(Galstyan et al. 2011), quisimos explorar el papel de los PIFs y de PAR1 en la regulacién
de la biosintesis de carotenoides en respuesta a sombra. Ademas también decidimos
estudiar el posible rol de HY5, un inductor directo de la expresion del gen PSY durante
la desetiolacion que actua de forma antagonista a los PIFs para una gran cantidad de
respuestas, entre ellas el desarrollo de la planta en luz (Toledo-Ortiz et al. 2014; Leivar
& Quail 2011).

1.1 Papel de los PIFs

Trabajos previos en el laboratorio demostraron que la biosintesis de carotenoides se
encuentra regulada de forma muy precisa durante la desetiolacion. Concretamente, en
estas condiciones la acumulacién de carotenoides depende, entre otros factores, de la
desrepresion de la transcripcion de PSY debida a la degradacién de PIF1 y otros PIFs
fotolabiles (cuarteto PIFq) tras la iluminacién (Toledo-Ortiz et al. 2010). La exposicion a
sombra (es decir, a bajo R/FR), por el contrario, induce la acumulacién de las proteinas
PIFg (PIF1, PIF3, PIF4 y PIF5) y también la union del PIF fotoestable PIF7 a sus
promotores diana, actuando por tanto como reguladores positivos del SAS (Lorrain et
al. 2008; Leivar et al. 2012b) .
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Figura R1.1 Niveles de transcritos de PSY y de carotenoides en plantas WT y defectivas en PIFs
expuestas a sombra simulada.

A) Andlisis por HPLC de los niveles de carotenoides de plantas WT expuestas durante 2 dias en luz Wy
después transferidas a luz W o W+FR durante 5 dias. La cantaxantina, un carotenoide no presente en
plantas se usé como estandard interno. En el grafico se muestra el % de carotenoides relativos a los
niveles totales de pigmentos de muestas crecidas en W. Se muestran las medias y la SD de tres replicas
bioldgicas (n=3). B) Carotenoides cuantificados a nivel espectrofotométrico en plantas WT, pifq y pif7-2
crecidas durante 2 dias en W y transferidas a W o W+FR durante 5 dias mas. Se muestran los valores
relativos a los niveles de carotenoides del WT en luz W y la SD de tres réplicas bioldgicas (n=3). Las
abreviaturas corresponden a: Neoxantina (neo), violaxantina (vio), B-caroteno (B-c), luteina (lut). C)
Plantas WT y pifg se germinaron y crecieron durante 3 dias en oscuridad y después se recogieron para el
analisis por HPLC. En el grafico se muestra el % de carotenoides relativos a los niveles totales de
pigmentos de muestas WT etioladas. Se muestran las medias y la SD de tres replicas bioldgicas
independientes (n=3). D) PCR cuantitativa (qPCR) de los niveles de transcrito de PSY en plantas WT, pifqg
y pif7-2 crecidas durante 7 dias en luz W y tratadas con W+FR durante 1, 4 y 8 horas. El enzima
UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME (UBC) gen (At5g25760) se utiliz6 como normalizador. Los valores se
muestran relativos a plantas WT crecidas en W y corresponden a medias y SD de tres réplicas bioldgicas
(n=3). E) Niveles relativos de carotenoides cuantificados a nivel espectrofotométrico respecto a los
valores totales de carotenoides del WT en luz W de plantas crecidas durante 7 dias en luz W y después
transferidas a W+FR durante 1, 8, 12 y 24 horas. Se muestran las medias y la SD de tres réplicas
bioldgicas (n=3). Los astericos en B muestran las diferencias significativas respecto a los niveles de
carotenoides del WT en luz W (p<0.05). Los asteriscos en E muestran las diferencias significativas
respecto a los niveles de carotenoides de plantas WT etioladas mediante la Prueba t de Student
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(p<0.05). Los asteriscos en D muestran las diferencias significativas respecto a los niveles de transcritos
de PSY del WT en luz W mediante la Prueba t de Student (p<0.05).

Para investigar la implicaciéon de los PIFs en la regulacién de la biosintesis de
carotenoides en respuesta a sombra se cuantificaron los niveles de carotenoides
totales en plantas silvestres (WT), pifg (cuadruple mutante pifl, pif3,pif4, pif5) y pif7-2,
un mutante nulo (Leivar et al. 2008a), expuestas 0 no a un tratamiento que simula la
sombra por proximidad vegetal. En concreto, las 3 lineas indicadas se crecieron
durante 2 dias en luz blanca (W) y después algunas plantas se dejaron creciendo en W
durante 5 dias mds y otras se trataron con W suplementada con FR (W+FR) también
durante 5 dias. Tras la exposicion a sombra pudimos observar un decrecimiento
significativo (p<0.05) en la cantidad total de carotenoides en el WT (Figura R1.1A) tal y
como estaba previamente descrito (Roig-Villanova et al. 2007). Para investigar si este
decrecimiento afectaba principalmente a especies concretas de carotenoides, se
cuantificaron los carotenoides individuales mediante HPLC. Al comparar plantas WT
tratadas con W+FR frente a las tratadas con W observamos una disminucién similar de
los principales carotenoides (violaxantina, B-caroteno y luteina) presentes en las
muestras (Figura R1.1B). En el caso de pif7-2 se observd una disminucién en la
cantidad total de carotenoides durante el tratamiento de sombra muy similar a la del
WT, siendo también significativa (p<0.05). Sin embargo, las plantas pifg no
presentaban esta disminucion (Figura R1.1A). Estas plantas deficientes en el quarteto
PIQg presentan unos niveles basales mayores de carotenoides individuales en
comparacion con el WT (Figura R1.1C), lo que es consistente con los mayores niveles
de carotenoides totales presentes en las plantas pifqg observados anteriormente
(Toledo-Ortiz et al. 2010).

Para determinar si los PIFg inducen cambios rdpidos en la expresion de PSY y analizar
su posible efecto en la biosintesis de carotenoides en respuesta a sombra, se midieron
los niveles de transcritos de PSY y se cuantificaron los niveles de carotenoides tanto en
plantas WT como en pifg en tratamientos de sombra cortos (7 dias en W seguido de
tratamientos de 1, 4 y 8 horas con W+FR). Mientras que los transcritos de PSY
disminuyen rapidamente en el caso de las plantas WT, en el mutante pifg se observa
un pico inicial de induccién en la expresidon de PSY, aunque después disminuye hasta
finalmente alcanzar niveles similares a los del WT al cabo de 8h (Figura R1.1D).
Consistentemente con los resultados observados con tratamientos prolongados (5
dias) de W+FR, en plantas WT se observa una disminucién en los niveles de
carotenoides después de 12h de exposicidn a sombra simulada (p<0.05) mientras que
en el caso de pifg no se observa una disminucién significativa a pesar de la caida en los
niveles de transcritos de PSY (Figura R1.1E).
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1.2 Papel de HY5

Estudios recientes muestran que la represiéon de PSY por PIF1 estd antagonizada por

HY5, un factor de transcripcion bZIP que se acumula en la luz y se degrada en la
oscuridad via COP1 (Osterlund et al. 2000; Ang et al. 1998). PIF1 (y, en general, PIFQ) y
HY5 actian de forma antagonista para una gran cantidad de respuestas, incluyendo el
desarrollo en luz y adaptacién a temperatura (Toledo-Ortiz et al. 2014; Leivar & Quail
2011), el control de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Chen et al. 2013) y la
respuesta a hormonas (Lau & Deng 2010). Para determinar si HY5 regula a PSY en
respuesta a sombra, se crecieron plantas WT y mutantes hy5-2 (SALK_056405), un
alelo nulo (Oh & Montgomery 2013), durante 7 dias en W y después se pasaron a
W+FR durante 1h, 4h y 8h y se midieron los niveles de transcrito de PSY por PCR
cuantitativa. Nuestros resultados muestran que tanto en el WT como en el mutante los
niveles de transcritos de PSY decrecen significativamente (p<0.05) a medida que
aumenta el tiempo de exposicidon a sombra, y que ademas el mutante hy5-2 tiene una
expresion de PSY significativamente mas reducida que el silvestre (Figura R1.2A),
siendo consistente con el rol positivo previamente descrito que ejerce en el control de
la transcripcion de PSY (Toledo-Ortiz et al. 2014).
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Figura R1.2 Contribuciéon de HY5 en la regulacion de los niveles de transcrito PSY y de carotenoides
durante la exposicion a sombra simulada.

A) Analisis por qPCR de los niveles de transcritos de PSY en plantas WT y hy5-2 crecidas durante 7 dias
en luz W y tratadas en W+FR durante los tiempos indicados. Se representan las medias de los valores
relativos respecto plantas WT crecidas en W y la SD de tres réplicas bioldgicas (n=3). B) Carotenoides
cuantificados a nivel espectrofotométrico en plantas WT, hy5-2 crecidas durante 2 dias en W y
transferidas a W o W+FR durante 5 dias mds. Se muestran los valores relativos a los niveles de
carotenoides del WT en luz W y la SD de tres réplicas bioldgicas (n=3). C) Analisis por gPCR de los
niveles de transcritos de HY5 en plantas WT y hy5-2 crecidas durante 7 dias en luz W y tratadas en W+FR
durante los tiempos indicados. Se representan las medias de los valores relativos respecto plantas WT
crecidas en W y la SD de tres réplicas bioldgicas (n=3). Los asteriscos en A y C muestran las diferencias
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significativas respecto a los niveles de transcritos de los genes indicados respecto al WT en luz W
mediante la Prueba t de Student (p<0.05). Los asteriscos en B muestran las diferencias significativas
respecto a los niveles de carotenoides de plantas WT en luz W mediante la Prueba t de Student
(p<0.05).

Con tal de estudiar si HY5 tiene un rol en el control de la biosintesis de carotenoides
independiente de la expresion de PSY, se compararon los niveles de carotenoides en
plantas WT y mutantes tratadas con W o W+FR durante 5 dias. De acuerdo con los
menores niveles de expresion de PSY, las plantas hy5-2 acumulan menor cantidad de
carotenoides que el WT tanto en W como en W+FR, pero la respuesta de disminucion
en respuesta a sombra simulada es similar en ambos genotipos (Figura R1.2B).
Nuestros resultados nos indican que HY5 parece no regular directamente la respuesta
del gen PSY o la sintesis de carotenoides tras el tratamiento con sombra y que por
tanto el modulo de activacidon y represion de HY5-PIF1 parece no ser relevante en este
proceso. Sin embargo, la expresién del gen HY5 se induce ligeramente tras la
exposicion a W+FR aunque no de forma significativa (Figura R1.2C), lo que sugiere un
posible papel de este factor de transcripcion en el SAS.

1.3 Papel de PARI1

PAR1 es una proteina HLH a la que le falta el dominio de union al ADN y actua como
antagonista de los PIFs y de otros factores de transcripcion bHLH, que si que son
capaces de unirse al ADN, mediante la formacién de heterodimeros que impiden su
union al ADN o a otros factores de transcripcion (Galstyan et al. 2011; Cifuentes-
Esquivel et al. 2013). Durante el SAS, PAR1 es un regulador negativo del alargamiento
del hipocotilo y positivo de la sintesis de carotenoides (Roig-Villanova et al. 2006; Roig-
Villanova et al. 2007). Como PAR1, HFR1 es otro cofactor transcripcional que
interacciona con PIFs y previene su unién a promotores diana (Galstyan et al. 2012;
Galstyan et al. 2011; Hornitschek et al. 2009), pero no se conoce si regula la biosintesis
de carotenoides.

Para estudiar si PAR1 y HFR1 regulan la biosintesis de carotenoides modulando la
expresion de PSY, se midieron los niveles de carotenoides y los niveles de transcrito de
PSY de plantas sobreexpresoras de PAR1-GFP (Roig-Villanova et al. 2007) y de plantas
sobreexpresoras de una versiéon truncada de HFR1 (GFP-AN-HFR1), mas estable que la
original in vivo (Galstyan et al. 2011). Ambas lineas transgénicas se crecieron junto al
WT durante 7 dias en W y a continuacidon se midieron los niveles de carotenoides
totales y de transcritos de PSY (Figura R1.3A). Tal y como se observa en la gréfica, las
plantas sobreexpresoras PAR1-GFP presentaron una acumulacion significativamente
superior (p<0.05) de pigmentos respecto a la WT, asi como un incremento en la
expresion de PSY. Por el contrario, las plantas sobreexpresoras de GFP-AN-HFR1
mantuvieron unos niveles parecidos a los del WT tanto a nivel de carotenoides como
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de expresidn de PSY. Estos resultados sugieren que PAR1 podria regular la sintesis de
carotenoides activando la expresion de PSY, mientras que HFR1 parece no tener un
papel relevante en el control de la carotenogénesis.

Por otro lado, para estudiar el impacto de PAR1 durante la carotenogénesis en los
primeros estadios de la respuesta a sombra, se midieron los niveles de transcrito PSY'y
los niveles de carotenoides de plantas crecidas durante 7 dias en W y transferidas a
W+FR durante 1h, 8h, 12h, y 24h. Los resultados muestran que mientras que en las
plantas WT disminuye la cantidad de carotenoides de forma significativa (p<0.05), las
lineas sobreexpresoras de PAR1-GFP no presentan cambios significativos en cantidad
de carotenoides (Figura R1.3B). De forma similar, la presencia de transcrito PSY
disminuye progresivamente de forma significativa (p<0.05) en el WT, mientras que en
el caso de PAR1-GFP los niveles de transcritos de PSY (que siempre son mayores que
en el WT) muestran un decrecimiento mas lento (Figura R1.3C).

Oh

Tiempo bajo sombra simulada (horas) Tiempo bajo sombra simulada

Figura R1.3 Contribucion de PAR1 y HFR1 en el control de la expresion de PSY y de la biosintesis de
carotenoides durante el SAS.

A) Niveles de carotenoides (barras naranjas) y abundancia de transcritos (barras grises) en plantas
productoras de las proteinas de fusion GFP-AHFR1 y PAR1-GFP y WT crecidas durante 7 dias en W. Los
valores estdn relativizados a las muestras WT y corresponden a las medias y a la SD de 3 réplicas
independientes (n=3). B) Carotenoides medidos a nivel espectrofotométrico de plantas WT y plantas
sobreexpresoras de PAR1 (PAR1-GFP). Las plantas crecieron durante 7 dias bajo luz W y fueron después
tratadas con W+FR en los tiempos indicados. Los valores se representan como relativos a los niveles de
carotenoides del WT en W y representan las medias de 3 experimentos independientes (n=3). C) Niveles
de transcritos de PSY de las linias descritas en B. Se muestran los valores relativos a las plantas WT
crecidas en W y corresponden a la media y SD de tres replicas bioldgicas independientes n=3. Los
asteriscos marcan las diferencias significativas (p<0.05) relativas a plantas WT crecidas en luz W
mediante la Prueba t de Student (p<0.05).
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Segun nuestros resultados, el mutante pifg y la linea sobreexpresora de PAR1-GFP
tienen comportamientos similares en comparacion al WT ya que acumulan niveles
constitutivamente mayores de carotenoides (Figura R1.1E y Figura R1.3B) y de
transcritos de PSY (Figura R1.1D y Figura R1.3C), no presentan una disminucion de los
niveles de carotenoides en respuesta a sombra (Figura R1.1E y Figura R1.3B), y
muestran una disminucion mas atenuada en los niveles de transcritos de PSY (Figura
R1.1D y Figura R1.3C). Por lo tanto, PIFq y PAR1 actuan de forma antagonista en la
regulaciéon de la expresion de PSY y la acumulacidn de carotenoides tanto en
condiciones normales como en respuesta a sombra. Complementando este resultado,
se demostrd mediante experimentos de doble hibrido en levadura (Y2H) y
complementacion bimolecular en plantas (BiFC) que PAR1 puede unirse directamente
a PIF1. Experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) confirmaron ademds
qgue esta interaccién impide la unién de PIF1 al promotor de PSY, regulando asi su
expresion y por tanto la sintesis de carotenoides en respuesta a sombra (Bou-Torrent,
Toledo-Ortiz & Ortiz-Alcaide 2015).

1.4 Papel de proteinas interactoras de PAR1

Las plantas pifg mostraron un pico de induccion de PSY a 1h después de la sefial de
sombra (Figura R1.1D), mientras que las plantas sobreexpresoras de PAR1-GFP no
mostraron ese pico (Figura R1.3C). Este resultado sugiere que durante los primeros
momentos de la respuesta a sombra, en los que la expresion de PAR1 es maxima (Bou-
Torrent, Toledo-Ortiz & Ortiz-Alcaide 2015), PAR1 impide la union al promotor de PSY
de otros represores ademas de los PIFs. Para buscar estos represores, se partié de
datos de Y2H previos que identificaron proteinas interactoras de PAR1 (Cifuentes-
Esquivel et al. 2013). Entre las proteinas capaces de interaccionar con PAR1 en
levadura se encontraron 28 factores de transcripcién en 8 de las 12 familias de
proteinas bHLH (Heim et al. 2003), siendo la mas comun la familia XII (Bou-Torrent,
Toledo-Ortiz & Ortiz-Alcaide 2015). De los 12 miembros de la familia Xl que
interaccionaron con PAR1 en los experimentos de Y2H, se seleccionaron 7 para su
estudio posterior basandonos en 2 criterios: disponian de mutantes de insercion de T-
DNA en las colecciones publicas y su expresion cambiaba en respuesta a sombra. Si
estas proteinas eran reguladoras de la expresion de PSY en respuesta a sombra, se
esperaba que los correspondientes mutantes mostraran patrones alterados en sus
niveles de transcritos de PSY, lo que a su vez podria generar alteraciones en los niveles
de carotenoides. Sélo 2 mutantes cumplieron esta prediccion: bHLH78-2 (At5g48560) y
bHLH60-1 (At3g57800).
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Figura R1.4 Implicacion de la linea bHLH 78-2 en la regulacion de la respuesta a sombra.

A) Caracterizacién fenotipica de mutantes deficientes en bHLH 78-2 en comparacion con plantas WT
crecidas durante 7 dias en luz W y durante 32 dias en luz W. B) Niveles de clorofilas (CHL) y carotenoides
(CRT) caracterizados a nivel espectofotométrico de las lineas mostradas en A crecidas durante 7 dias en
W. Se muestran las medias de niveles relativos de CHL y CRT respecto a plantas WT de 4 réplicas
bioldgicas (n=4). C) Transcritos de PSY determinados mediante qPCR de muestras de RNA extraidas de
las lineas mostradas en A crecidas durante 7 dias en W y después transferidas durante 4h a W o a W+FR.
Se representan las medias de los niveles relativos de transcrito PSY respecto a plantas WT crecidas en W
como control de 3 réplicas independientes (n=3). Transcritos de PSY determinados por qPCR de las
lineas mostradas en A crecidas durante 32 dias en W. Se muestra la media y SE de 3 muestras
independientes (n=3) relativizadas a los valores del WT. E) Elongacion del hipocotilo en sombra de las
linias mostradas en A y crecidas como en C. La elongacién del hipocotilo se midié usando el programa
Imagel (http://rsb. info.nih.gov/) en las imagenes digitales. Las columnas representan la media y SE de
un conjunto de 30 pldntulas para cada genotipo y tratamiento (n=30) de un experimento
representativo. En B, C, D los asteriscos muestran diferencias significativas respecto a palantulas WT
crecidas en W determinadas mediante la Prueba t de student (p<0.05). En E, las diferencias significativas
estan representadas por letras diferentes determinadas mediante la Prueba t de Student (p<0.05).

Curiosamente, en el caso de los mutantes bHLH78-2 observamos un fenotipo visual
contrario al esperado para una pérdida de funcion de represores de la
carotenogénesis: son mas palidos. Ademas, mostraron cotiledones y hojas de menor
tamafo y un retardo en el desarrollo (Figura R1.4A). El anadlisis de los niveles de
carotenoides de plantas bHLH78-2 crecidas durante 7 dias en W confirmd niveles
significativamente menores (p<0.05) tanto de carotenoides como de clorofilas en
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comparacion con el WT (Figura R1.4B). Se midieron también los niveles de transcrito
de PSY en plantas crecidas durante 7 dias en W y expuestas durante 4h a W+FR (Figura
R1.4C). De forma inesperada, los resultados mostraron un incremento significativo en
los niveles de transcrito de PSY en luz W del mutante bHLH78-2 respecto al WT
(p<0.05), lo que si es consistente con un posible papel de la proteina BHLH78 en la
represion de PSY. La correlacién negativa entre niveles aumentados de PSY y niveles
disminuidos de carotenoides se confirmé también en plantas bHLH78-2 crecidas en
tierra, que mostraron 2.5 veces mas transcritos PSY que las plantas WT a pesar de
mostrar un claro fenotipo palido (Figura R1.4D). Sin embargo, en respuesta a sombra
se observaba la misma disminucién de los niveles de transcrito de PSY tanto en el WT
como en el mutante (Figura R1.4C). Este resultado contrasta con la respuesta a sombra
del mutante a nivel de alargamiento del hipocotilo, sensiblemente atenuada con
respecto a la del WT (Figura R1.4E). Por tanto, el mutante bHLH78-2 muestra
caracteristicas similares al mutante pifqg y las plantas sobreexpresoras de PAR1-GFP en
cuanto a los niveles de PSY en W y el alargamiento del hipocotilo en respuesta a
sombra (Leivar et al. 2012b) pero opuestas en cuanto a la acumulacion de
carotenoides en W y la respuesta del gen PSY al tratamiento con W+FR.

Por otra parte, también se ha caracterizado el mutante bHLH60-1. Este mutante
presenta un fenotipo de penetrancia incompleta en homozigosis. Mientras que la
mayor parte de individuos mutantes son fenotipicamente idénticos al WT, un 7% de
individuos presentan un fenotipo enano y mas verde (Figura R1.5A) que recuerda al
del mutante pifq y la linea sobreexpresora PAR1-GFP. Los individuos bHLH60-1 enanos
también mostraron un retardo en el desarrollo y fueron incapaces de dar silicuas
fértiles (Figura R1.5A). Dada la dificultad para obtener tejido, los niveles de pigmentos
de este mutante y sus cambios en respuesta a sombra se cuantificaron a partir de la
autofluorescencia de los cloroplastos obtenida por microscopia confocal. Semillas del
mutante y del WT se germinaron en medio de cultivo sélido (placa) y se dejaron crecer
durante 2 dias en W. Posteriormente se identificaron las plantas mutantes enanas con
fenotipo verde intenso y se pasaron a dos nuevas placas, realizdndose la misma
operacion con algunas plantas WT y mutantes sin fenotipo. A continuacién se dejaron
crecer en W o W+FR durante 5 dias mas y se observaron por microscopia confocal.
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Figura R1.5 Implicacion de la linea bHLH 60-1 en la regulaciéon de la respuesta a sombra.

A) Caracterizacién fenotipica de mutantes deficientes en bHLH 60-1 en comparacion con plantas WT
crecidas durante 7 dias en luz W y durante 32 dias en luz W. B) Niveles de clorofilas (CHL) determinados
a partir de la autofluorescéncia de la clorofila a partir de fotografias de plantas WT, bHLH60-1 con y sin
fenotipo crecidas durante 2 dias en W y posteriormente transferidas a W o W+FR durante 5 dias mas.
Se muestran las medias de niveles relativos de CHL especto a plantas WT crecidas en W de 5 réplicas
biolégicas (n=5). La determinacién de la fluorescencia se realizé mediante el programa de miscroscopia
confocal Fluoview de Olympus. C) Transcritos de PSY determinados mediante gPCR de muestras de RNA
extraidas de las lineas mostradas en A crecidas durante 7 dias en W y transferidas durante 8 horas a W o
W+FR. Se representan las medias de los niveles relativos de transcrito PSY respecto a plantas WT
crecidas en W como control de 3 réplicas independientes (n=3). D) Elongacién del hipocotilo en sombra
de las linias mostradas en B crecidas como en B. Las columnas representan la media y SE de 30 plantulas
(n=30) de cada genotipo por cada tratamiento de un experimento representativo. En By C los asteriscos
muestran diferencias significativas mediante Prueba t de Student (p<0.05) respecto a plantulas WT
crecidas en W. En E, las diferencias significativas estan representadas por letras diferentes determinadas
mediante la Prueba t de Student (p<0.05).
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Tanto el WT como las plantas mutantes con y sin fenotipo mostraron una reduccion de
los niveles de autofluorescencia de los cloroplastos causada por la presencia de
pigmentos (clorofilas y carotenoides) después del tratamiento con W+FR. Sin embargo,
esta reduccién no fue estadisticamente significativa (p<0.05) en el caso de las plantas
mutantes con fenotipo (Figura R1.5B). Ademas, el mutante bHLH60-1 con fenotipo
presentaba mayores niveles de autofluorescencia tanto en W como W+FR (Figura
R1.5B) recordando de nuevo el comportamiento de las plantas pifg o de la linea
sobreexpresora PAR1-GFP (Bou-Torrent, Toledo-Ortiz & Ortiz-Alcaide 2015). La
similitud con estas lineas también se observé al cuantificar los niveles de transcritos de
PSY antes y después de tratar plantas WT y bHLH60-1 de los dos fenotipos con W+FR
durante 8h (Figura R1.5C). Las plantas bHLH60-1 con fenotipo presentaron una mayor
cantidad de transcritos de PSY antes del tratamiento de sombra, en concordancia con
su fenotipo mas verde (Figura R1.5A, B), pero niveles similares a los del WT o las
mutantes sin fenotipo tras 8h de exposicion a W+FR (Figura R1.5C). También se
caracterizo la respuesta a sombra del mutante bHLH60-1 a nivel de elongacion del
hipocotilo, y se observo que el mutante con fenotipo fue incapaz de responder (Figura
R1.5E), lo que de nuevo es consistente con un papel de la proteina BHLH60 similar al
de los PIFs.
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Capitulo 2: Papel de los carotenoides en la respuesta a

sombra

2.1 Larespuesta a sombra requiere cloroplastos funcionales

Hasta hace relativamente poco se creia que la Unica relacion entre los cloroplastos y la
luz era energética, es decir, la derivada de la fotosintesis. Pero actualmente se sabe
gue los cloroplastos también desempefian un papel regulador de las respuestas a la
luz, tanto a nivel cuantitativo (por ejemplo, por exceso de luz) como cualitativo (por
ejemplo, mediada por los fitocromos) (Larkin & Ruckle 2008). Algunas sefiales
retrégradas enviadas por los cloroplastos para ajustar la expresion de genes nucleares
derivan de la degradacidn oxidativa de los carotenoides por medios tanto enzimaticos
como no enzimaticos (Chan et al. 2016). Se conoce muy poco sobre cémo las sefiales
retrogradas estan integradas en las rutas de sefializacion de luz. En esta parte de la
tesis se estudiard si defectos en el funcionamiento de los cloroplastos (inducidos
mediante tratamientos farmacoldgicos) afectan la respuesta de las plantas a la luz,
estimada a partir de cambios moleculares y celulares asociados al alargamiento del
hipocotilo de plantulas expuestas a tratamientos de sombra.

2.1.1 Puesta a punto del sistema experimental

El término sombra hace referencia a una reducciéon del R/FR causado por la presencia
de plantas vecinas que absorben preferencialmente la luz R y reflejan o transmiten FR
(Martinez-Garcia et al. 2010). El grado de reduccion del R/FR también informa a la
planta sobre si sus vecinas compiten por la irradiacién solar. Por ejemplo, cuando la
planta crece proxima a vegetacién pero no esta sombreada, la luz reflejada por esta
vegetacion tiene un R/FR bajo. Por otra parte, cuando la planta crece bajo un dosel
arboreo la luz que recibe esta filtrada a través de las hojas de otras plantas y por tanto
tiene un R/FR muy bajo (Roig-Villanova & Martinez-Garcia 2016). La percepcién de
estos cambios en la calidad de la luz corre a cargo de los fitocromos. En concreto, el
fitocromo B (phyB) es el principal fitocromo implicado en el SAS, aunque colabora con
los fitocromos phyC-E y su antagonista phyA de forma redundante para regular
diferentes aspectos del SAS (Martinez-Garcia et al. 2014). Una de las respuestas mas
estudiadas del SAS es la elongacién del hipocotilo tras la irradiacién con luz de bajo
R/FR. Los fitocromos implicados en esta respuesta en particular son phyA vy, sobre
todo, phyB.

Para estudiar si los cloroplastos en general y los carotenoides en particular modulan la
respuesta a distintos tipos de sombra, usamos inicialmente el inhibidor fosmidomicina
(FSM), que bloguea especificamente la ruta del MEP y por tanto la sintesis de
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isoprenoides plastidicos como las clorofilas y los carotenoides (Rodriguez-Concepcién
& Boronat 2002) (Figura R2.1). Las plantas germinadas y crecidas en medio
suplementado con FSM tienen comprometida la funcién fotosintética y por tanto para
los experimentos de esta tesis se decidid afiadir sacarosa (1%) al medio de
crecimiento. De esta manera, las plantas disponen de una fuente de carbono
alternativa a la obtenida normalmente por la fijacién del CO,.

— B-Ciclocitral

Xantonina

abaz  [CXTHA |

Aldehido abscisico

ABA

Figura R2.1 Esquema resumen de la via del MEP, de carotenoides y de apocarotenoides (ABA y B-
ciclocitral) en el interior del cloroplasto, asi como la localizacion de los inhibidores y mutantes
utilizados durante la tesis.

Se indican las enzimas que catalizan cada paso (recuadros verdes) y la reaccion reprimida por los
inhibidores utilizados durante la tesis: inhibidores de la sintesis de proteinas del cloroplasto (recuadros
azules), inhibidores de la via del MEP (recuadros lilas) y inhibidores de la sintesis de carotenoides
(cuadrados rojos). También se representan los mutantes de la via del MEP, de carotenoides y
apocarotenoides utilizados durante la tesis (cuadrados naranjas). Las abreviaturas se describen al inicio
de la tesis.
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Semillas de plantas WT y mutantes deficientes en phyA (phyA-501) o phyB (phyB-9) se
sembraron en medio suplementado con sacaroray con o sin FSM y tras 3 o 4 dias a 4°C
(estratificacién) se pasaron a una cdmara de cultivo a 21°C y se incubaron durante 2
dias en W. Después se dejaron en W o se irradiaron con luz de R/FR=0.050 (W+FRa,
que simula sombra de proximidad) o R/FR=0.025 (W+FRb, que simula sombra de dosel)
durante 5 dias mas. Finalmente, se midid la longitud de los hipocotilos al concluir cada
uno de los tratamientos. Los resultados se muestran en la Figura R2.2.
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Figura R2.2 Caracterizacion de la respuesta de elongacion del hipoctilo en presencia de diferentes
tipos de sombra en presencia de cloroplastos disfuncionales.

Longitud del hipocotilo de plantas WT, phyA-501, phyB-9 sembradas en medio suplementado con
sacarosa 1% y en presencia o ausencia de 500uM de Fosmidomicina (FSM). Se crecieron durante 2 dias
en luz W y transferidas a W o W+FR simulando proximidad vegetal o de dosel durante 5 dias mas a 21 °C.
La elongacién del hipocotilo se midié mediante el programa Image) (http://rsb. info.nih.gov/) a partir de
las imagenes digitales. Las columnas representan la longitud media y el error estdndar (SE) de (n= 30)
pldntulas para cada genotipo y tratamiento de un experimento representativo. Los asteriscos muestran
las diferencias significativas determinadas mediante la Prueba t de Student (p<0.05) respecto a las
plantulas del mismo genotipo crecidas en W.
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En el caso de las plantas WT crecidas sin FSM, la induccién de la elongacion del
hipocotilo es similar en respuesta a W+FRa y W+FRb, mientras que las crecidas con
FSM no se alargan, lo que sugiere que esta respuesta requiere cloroplastos
funcionales. El mutante phyA-501 se alarga mas que el WT en respuesta a sombra
cuando crece sin FSM, y la respuesta de elongacién es mucho mayor en el caso de las
condiciones que simulan sombra por dosel. Se ha postulado que esto se debe a que la
capacidad inhibidora de phyA es mayor cuando hay mas FR (es decir, en el tratamiento
W+FRb) y por tanto la pérdida de funcidn de phyA en el mutante phyA-501 tendria un
efecto mas evidente en estas condiciones (Martinez-Garcia et al. 2014). En presencia
de FSM, al irradiar con W+FRb se observa una respuesta de elongacién (aunque muy
atenuada), pero ello no ocurre en W+FRa. Esta elongacidon se debe a la percepcidon y
transduccidn de la sefial de luz por phyB. Al contrario que las plantas WT y phyA-501,
el mutante phyB-9 presenta un hipocotilo mas largo en W que cuando se expone a
sombra simulada. Las diferencias entre tratamientos son mas dramaticas al irradiar
con W+FRb, debido a la mayor actividad represora de la elongacion de phyA en estas
condiciones. Las plantas phyB-9 tratadas con FSM son mds cortas que las no tratadas
en W, y son capaces de responder a sombra tanto de proximidad como de dosel (en
este caso, alargandose menos que en W). Por tanto, podemos confirmar que la falta de
respuesta a sombra de las plantas WT cuando se bloquea la sintesis de pigmentos
fotosintéticos requiere la presencia de phyB. El resto de experimentos de la tesis se
realizaron usando como tratamiento de sombra simulada W+FRb (abreviado como
W+FR a partir de ahora).

2.1.2 Las plantas con cloroplastos disfuncionales tienen reprimida
la respuesta a sombra

Con tal de confirmar si la presencia de carotenoides o/y cloroplastos funcionales es
necesaria para inducir el SAS, se sembraron semillas de Arabidopsis en presencia de
nuevos inhibidores y se determind su respuesta a sombra. En concreto, se utilizd un
inhibidor de la biosintesis de carotenoides (norflurazén; NFZ) (Breitenbach et al. 2001),
o de la sintesis de proteinas del cloroplasto (lincomicina; LIN) (Nott et al. 2006;
Koussevitzky et al. 2007) (Figura R2.1). Las concentraciones usadas de estos
inhibidores inducian un gradiente de palidez en las plantas hasta generar plantas
totalmente albinas a medida que se iba bloqueando la funcién de los cloroplastos
funcionales (Figura R2.3A). Plantas WT se sembraron en un medio suplementado con
sacarosa y el correspondiente inhibidor, y se crecieron durante 2 dias en W para
después ser iluminadas con W+FR (o con W como control) durante 5 dias mas.
Posteriormente se midid la elongacion del hipocotilo para cuantificar la respuesta a
sombra. En la Figura R2.3B se representa la longitud del hipocotilo (mm) en W y en
W+FR, mientras que en la Figura R2.3C se representa el cociente entre ambas
longitudes (mm en W+FR / mm en W) como medida de la intensidad de respuesta (un

47



. RESULTADOS

valor de 1 significa ausencia de respuesta, mientras que valores positivos representan

alargamiento en respuesta a sombra).
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Figura R2.3 Elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra en presencia de concentraciones
crecientes de inhibidores del cloroplasto.

A) Fenotipo de plantulas WT sembradas en medio suplementado con concentraciones crecientes de
Norflurazon (NFZ) y Lincomicina (LIN) y crecidas en luz W durante 7 dias. B) Longitud del hipocotilo en
sombra de plantas WT crecidas en las concentraciones especificadas en A durante 2 dias en luz W y
transferidas a W o W+FR 5 dias mas. Las columnas representan la longitud media y SE de (n= 30)
pldntulas para cada genotipo por tratamiento respecto a las plantulas crecidas en W en la misma
concentracion de inhibidor de un experimento representativo. C) Representacion de la elongacién del
hipocotilo en respuesta a sombra como el ratio de la longitud del hipocotilo en W+FR vs. la longitud del
hipocotilo en W de las mismas muestras y condiciones que se muestran en B. La dispesion se muestra
como el error propagado de la SE correspondiente al ratio de la SE en W+FR vs. la SE en W. En By C los
asteriscos muestran las diferencias significativas en la elongacién del hipocotilo en respuesta a sombra
para cada concentracion de inhibidor mediante la Prueba t de Student (p<0.05).

Como se espera, las plantas sin inhibidor se alargan significativamente mas en
presencia de sombra (p<0.05). En cambio, las plantas tratadas con inhibidor reprimen
la respuesta a sombra (Figura R2.3B, C). En presencia de NFZ se observa una represion
total de la respuesta cuando las plantas son totalmente albinas (500nM), pero
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sorprendentemente también se observa una represion importante de la respuesta a
sombra aun en concentraciones que no tienen casi impacto en la acumulacion de
clorofila (1 nM NFZ). En el caso de LIN, observamos una pérdida total de la respuesta
aun cuando las plantas no son totalmente albinas. Esto sugiere que alteraciones
moderadas en la funcidon del cloroplasto pueden tener una gran influencia en la
respuesta a sombra, mientras que el bloqueo total del desarrollo de cloroplastos
genera una pérdida completa de la respuesta.

Para determinar si en presencia de los inhibidores existia también una disminucién de
la respuesta a sombra a nivel molecular, se analizé la expresion cuantitativa por gPCR
de PIL1, HFR1 y YUCS8, genes de respuesta rapida a luz asociados a fitocromos que se
inducen en presencia de sombra y que por lo tanto pueden utilizarse como
marcadores del SAS (Ciolfi et al. 2013). Se crecieron plantas WT en presencia de NFZ,
LIN o sin inhibidores durante 7 dias en W y después se trataron con W+FR durante 1h,
2h y 4h (Figura R2.4). La respuesta mas dramatica fue la de PIL1, que en ausencia de
inhibidores presenta una induccién de mas de 100 veces tras la exposicion a W+FR.
Tras el pico de induccién a 1h, disminuye significativamente a 2 y 4h (p<0.05). En
presencia de NFZ se observa una represidon en los niveles de transcrito a 1h en
comparacion con el tratamiento sin inhibidor, seguida de una induccidn significativa a
las 2h (p<0.05). Estos resultados podrian interpretarse como un retardo en la
induccion de la transcripcion del gen PIL1. En presencia de LIN también observamos
una disminucién en los niveles de transcrito a 1h pero después estos no varian
significativamente. En el caso de HFR1, observamos una induccién continua y
significativa en sombra (p<0.05) cuando las plantas WT crecen en ausencia de
inhibidores.

En presencia de NFZ o LIN también se observa una inducciéon en los niveles de
transcrito, pero esta es significativamente menor a la observada en ausencia de
inhibidores (p<0.05) y ademds no aumenta con el tiempo de tratamiento de sombra.
En el caso de YUCS, en ausencia de inhibidor los niveles de transcrito se incrementan
significativamente al cabo de 1h de exposicidon a W+FR (p<0.05) aunque después se
mantienen invariables durante el tratamiento de sombra. En presencia de NFZ y LIN
ocurre algo similar pero la induccién por sombra es mucho menor en comparacion a la
induccion sin inhibidor.
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Figura R2.4 Respuesta molecular a sombra en presencia de inhibidores del cloroplasto.

PCR cuantitativa (qPCR) de los niveles de transcrito de PIL1, HFR1 y YUC8 de plantas WT sembradas en
presencia de 5uM de NFZ, ImM LIN o en ausencia de inhibidor. Se crecieron durante 7 dias en luz W y se
trataron con W+FR durante 1, 2 y 4 horas. La enzima UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME (UBC) gen
(At5g25760) se utilizé como normalizador. Las barras muestran el ratio de los niveles de transcrito en luz
W+FR vs. niveles de transcrito en W para cada tiempo vy inhibidor. Asi mismo se muestra el SE
propagado del ratio de la SE en W+FR vs. la SE en W correspondiente a cada tratamiento de 3 réplicas
bioldgicas (n=3). Los asteriscos muestran las diferencias significativas en los niveles de transcrito en
respuesta a sombra para cada inhibidor mediante la Prueba t de Student (p<0.05).
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Figura R2.5 Respuesta molecular de genes implicados en la regulaciéon de la carotenogénesis en
presencia de inhibidores del cloroplasto.

A) PCR cuantitativa (qPCR) de los niveles de transcrito de PAR-1 y PSY de plantas WT sembradas en
presencia o ausencia de 5uM de NFZ. Se crecieron durante 7 dias en luz W y se trataron con W+FR
durante 4 horas. Las barras muestran el ratio de los niveles de transcrito en luz W+FR vs. niveles de
transcrito en W para cada tiempo y inhibidor. Asi mismo se muestra el SE propagado del ratio de la SE
en W+FR vs. la SE en W correspondiente a cada tratamiento de 3 réplicas bioldgicas (n=3). B) Niveles de
transcrito de PAR-1y PSY de plantas WT sembradas en presencia o ausencia de 5uM NFZ o 1mM LIN. Se
crecieron durante 2 dias en W y transferidas a 5 dias en W o W+FR 5 dias mas. Las barras muestran el
ratio de los niveles de transcrito en luz W+FR vs. niveles de transcrito en W para cada condicidn. Los
asteriscos muestran las diferencias significativas en los niveles de transcrito en respuesta a sombra para
cada concentracion de inhibidor mediante la Prueba t de Student (p<0.05).

También se analizd la expresién de PSY, que al contrario que los demas genes
analizados se reprime tras el tratamiento con W+FR (Bou-Torrent, Toledo-Ortiz &
Ortiz-Alcaide 2015). En este caso, el tratamiento con NFZ impidid la represion de PSY
tras la exposicion a W+FR (Figura R2.5A), confirmando que el bloqueo del desarrollo
de los cloroplastos inhibe la respuesta rapida a sombra a nivel molecular.
Consistentemente, la expresién de PAR1, un regulador positivo directo de la expresion
de PSY y negativo del SAS (Roig-Villanova et al. 2007; Bou-Torrent, Toledo-Ortiz &
Ortiz-Alcaide 2015), también se vid atenuada en plantas tratadas con NFZ con respecto
a controles no tratados tras la exposicion durante 4h a sombra (Figura R2.5A).
Posteriormente determinamos la respuesta molecular de estos dos genes relacionados
con la sintesis de carotenoides (PSY y PAR1) a exposiciones continuadas a sombra en
presencia de inhibidores. Para ello, crecimos plantas 2 dias en W y luego las
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transferimos a W o W+FR durante 5 dias, siempre en presencia de NFZ o LIN (o sin
inhibidores como control). Después se extrajo el RNA y se midieron los niveles de
transcritos PSY y PAR1 (Figura R2.5B). Como ocurria con los tratamientos cortos de
sombra (Figura R2.5A), el tratamiento continuado resultd en una disminucion de
transcritos PSY y un aumento de PARI1 en plantas no tratadas (p<0.05) que no se
producia en las tratadas con inhibidores (Figura R2.5B). Estos resultados confirman de
nuevo que cuando los cloroplastos no son funcionales se reprime la respuesta a
sombra tanto a nivel de elongacién del hipocotilo como también a nivel molecular.
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Figura R2.6 Elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra de mutantes del MEP y de carotenoides.

Elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra de los mutantes dxs-1, hdr-1 y psy-1. Se sembraron
plantas heterozigotas para estos genes durante 2 dias en luz W y 5 dias en luz W o W+FR y se
seleccionaron aquellas azigotas para cada gen (albinas) para determinar la elongacién del hipocotilo en
respuesta a sombra. Se representa el ratio de respuesta a W+FR para cada mutante, asi como el SE
propagado correspondiente de un total de 20 plantulas albinas (n=20) de un experimento
representativo. Los asteriscos indican las diferencias significativas en la elongaciéon del hipocotilo en
respuesta a sombra para cada mutante mediante Prueba t de Student (p<0.05).

Para confirmar estos resultados a nivel genético, estudiamos la respuesta a sombra en
diferentes mutantes de insercidon de T-DNA con pérdida de funcion total de genes de la
via del MEP (dxs-1, hdr-1) y de la sintesis de carotenoides (psy-1), lo que seria
equivalente a la utilizacion de los inhibidores FSM y NFZ, respectivamente (Figura
R2.1). La Figura R2.6 muestra el fenotipo albino de los mutantes homozigotos, que han
de ser propagados en heterozigosis y que son claramente distinguibles del resto de
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plantas azigotas o heterozigotas (verdes) en las poblaciones segregantes. Cuando se
expusieron plantas WT, dxs-1, hdr-1 y psy-1 a un tratamiento largo de sombra
simulada (2 dias en W mds 5 dias en W o W+FR) se comprobd que la elongacion del
hipocotilo en respuesta a sombra se encuentra fuertemente reprimida en los
mutantes. Aunque en el mutante dxs-1 las plantas presentan una ligera respuesta que
resulta significativa (p<0.05), en el resto de mutantes hay una represién total de la
elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra. Estos resultados confirman las
conclusiones obtenidas con los inhibidores en cuanto a la represién de la respuesta a
sombra cuando la funcién de los cloroplastos estd comprometida.

2.1.3 Las plantas albinas no son constitutivamente hiposensibles a
luz

Podria ser que la ausencia de elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra sea
debida a que las plantas albinas tienen comprometida la capacidad para alargarse, ya
gue tienen un déficit energético. Para descartar esta posibilidad, se realizé un
experimento administrando diferentes hormonas activadoras del crecimiento del
hipocotilo al medio de cultivo de plantas WT tratadas o sin tratar con NFZ, asi como de
mutantes hdr-1, y se midié su capacidad de elongacion al cabo de 7 dias en W (Figura
R2.7). En concreto, se administraron las hormonas epibrasinolido (EBL, un
brasinoesteroide), acido giberélico (GAs, una giberelina), y picloram (PIC, una auxina
sintética). Segun nuestros resultados, en presencia de las hormonas tanto las plantas
no tratadas (verdes) como las tratadas con NFZ o las mutantes hdr-1 (albinas) son
capaces de alargarse (Figura R2.7). Este resultado demuestra que la represién de la
respuesta a sombra de las plantas albinas en términos de alargamiento del hipocotilo
no puede explicarse por una disminucion en su capacidad de alargamiento. De esto se
deduce que el bloqueo de la fotosintesis en el cloroplasto conlleva alteraciones en la
percepcion de la luz y/o en las cascadas de transduccion de la sefial luminica (en este
caso, de la sefial de sombra) no en la capacidad de alargamiento.
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Figura R2.7 Elongacidn del hipocotilo en presencia de hormonas de crecimiento.

A) Plantulas WT sembradas en presencia o ausencia de 1uM EBL, 10uM GA3 o 5uM PIC y en presencia o
ausencia de NFZ. Se crecieron durante 7 dias en W. B) Plantulas WT y hdr-1 se crecieron en luz W
durante 7 dias en las mismas condiciones que en A pero en ausencia de NFZ. En ambas gréficas se
representa la elongacion del hipocotilo como el ratio de longitud del hipocotilo de plantas crecidas con
hormona vs. la longitud del hipocotilo de plantas sin tratamiento hormonal para cada condiciéon y el SE
propagado de 25 plantulas (n=25) de un experimento representativo. Los asteriscos muestran las
diferencias significativas de la elongacién del hipocotilo mediante la Prueba t de Student (p<0.05).

Otra posibilidad para explicar por qué las plantas albinas muestran una pérdida del
alargamiento del hipocotilo en respuesta a sombra es que estas sean
constitutivamente hiposensibles a luz y por tanto necesiten un mayor estimulo
luminico para activar los mecanismos moleculares de percepcién y/o transduccion de
la sefal de luz que llevan a la elongacién en respuesta a sombra. Para ensayar esta
posibilidad, se crecieron plantas WT durante 7 dias en presencia o ausencia de NFZ en
el interior de cajas con diferentes filtros en la parte superior para modular la cantidad
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de luz del espectro PAR (Photosynthetically Active Radiation) incidente.
Posteriormente se midié la elongacién del hipocotilo (Figura R2.8). Como resultado,
parecen no observarse grandes diferencias entre el alargamiento del hipocotilo de las
plantas tratadas o sin tratar con inhibidor. Aunque las plantas tratadas con NFZ tienen
tendencia a ser mads cortas, es probable que este fenotipo derive de la menor
capacidad de las plantas albinas para alargarse. Esta conclusidon esta apoyada por el
hecho de que las plantas tratadas con NFZ son ligeramente mas cortas que las no
tratadas aun en ausencia de luz (Figura R2.8). Por lo tanto, concluimos que la ausencia
de respuesta a W+FR de las plantas albinas no es debida a una alteracion constitutiva
de la sensibilidad de la luz. En conjunto, nuestros resultados indican que la presencia
de cloroplastos fotosintéticamente activos es necesaria para percibir y/o transducir la
sefial de sombra que resulta en cambios en la expresion génica y finalmente en el
alargamiento del hipocotilo.
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Figura R2.8 Sensibilidad de plantulas a diferentes intensidades luminicas en presencia o ausencia de
cloroplastos funcionales.

Longitud del hipocotilo de plantulas WT crecidas en presencia de diferentes intensidades luminicas en
presencia o ausencia de NFZ. Se representa la media de la elongacion para cada tratamiento y el SE de
un total de 30 plantas (n=30) de un experimento representativo. Los asteriscos muestran las diferencias
significativas entre la longitud del hipocotilo en ausencia de inhibidor y la longitud en presencia de
inhibidor calculada a partir de la Prueba t de Student (p<0.05).
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2.1.4 La ausencia de cloroplastos funcionales desacelera la
inactivacién del fitocromo B en respuesta a sombra

Aunque los resultados mostrados indican que la ausencia de cloroplastos funcionales
no parece afectar la sensibilidad de la planta a luz durante la desetiolacién, si podria
tener un papel especificamente en la respuesta a sefiales de sombra. Como se ha
comentado anteriormente, phyB es el principal fitocromo implicado en el SAS y
ademads es fotoestable en luz blanca, lo que hace que fusiones a GFP expresadas
constitutivamente (por ejemplo, con la construccién 35S:phyB-GFP) sean facilmente
observables mediante microscopia confocal. Las fusiones phyB-GFP son utiles ademas
para analizar el estado de fotoactivacion de este fotoreceptor, debido a que se localiza
de forma diferencial dependiendo de su estado de activacion. La fotoactivacion de
phyB en luz W o R provoca su localizacion en corpusculos nucleares (photobodies,
supuestamente los lugares donde tiene lugar la transduccion de la sefial de luz)
(Yamaguchi et al. 1999). Su inactivacién en oscuridad o al irradiar con sombra (W+FR) o
con luz FR monocromdtica provoca la desaparicion de los corpusculos,
deslocalizandose la fluorescencia por el nucleo (FIGURA R2.9). Si la sefial inactivadora
persiste, el phyB es exportado al citoplasma (Yamaguchi et al. 1999; Chen et al. 2003).

Alto Bajo
R:FR ' R:FR
Rojo Rojo
o=@ D+
Rojo ; R.OJD
lejano nucleo lejano
phyB phyB
Mayoritariamente Mayoritariamente
activo inactivo

355:phyB-GFP

Figura R2.9 Representacion del patron de distribucidn de los corpusculos nucleares “photobodies” del
35S: phyB-GFP en funcion de la presencia o ausencia de sombra.

En presencia de luz enrriquecida en R (elevado ratio R:FR) el phyB se presenta mayoritariamente en su
isoforma activa. Como consecuencia la construccion 35S:phyB-GFP se acumula en corpusculos en el
interior del nucleo. Por el contrario, en presencia de sombra, cuando la luz presenta un enriquecimiento
mayor en FR (ratio R:FR disminuido) en phyB se presenta mayoritariamente en su isoforma inactiva.
Como consecuencia la construccién 35S:phyB-GFP presenta pequefios corpusculos difuminados en el
nucleo.

Para estudiar si la desactivacién del phyB en respuesta a sombra esta modulada por
cloroplastos activos, se crecieron plantas transgénicas 35S:phyB-GFP durante 7 dias en
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W en presencia o ausencia de NFZ o LIN y después se simulé la exposicién a sombra
irradiando con luz FR durante 5 minutos directamente en el microscopio.
Posteriormente se mantuvieron las plantas en oscuridad, haciendo un seguimiento de
la localizacion de la fluorescencia de phyB-GFP a diferentes tiempos mediante
microscopia confocal. Tal y como se puede observar en la (Figura R2.10), en plantas
verdes tratadas con FR la mayoria de los corpusculos nucleares desaparecen poco
después del tratamiento (20- 30 min). En cambio en presencia tanto de NFZ como de
LIN, estos corpusculos se mantienen durante mas tiempo.

w \ 4 10min 20min 30min 40min

NFZ

LIN

Figura R2.10 Patron de inactivacion del phyB en presencia o ausencia de cloroplastos funcionales

Se crecieron plantas 35S:phyB-GFP en presencia o ausencia de 5uM NFZ o 1mM LIN durante 7 dias en W
a 21°C. Posteriormente, se irradiaron durante 5 minutos con FR y se realizaron fotografias sucesivas
mediante microscopia confocal de la regidn apical del hipocotilo en presencia de oscuridad a 10, 20,30y
40 minutos de un total de 10 muestras por cada punto (n=10). Se presentan fotografias representativas
de cada punto.
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Figura R2.11 Resultados cuantitativos de la inactivacion del phyB en presencia o ausencia de
cloroplastos funcionales

Se crecieron plantas 35S:phyB-GFP durante 7 dias en W en medios suplementados con los inhibidores
indicados, segun la Figura R2.10. Se irradiaron como en la Figura R2.10 y se realizaron fotografias en
oscuridad mediante microscopia confocal en los tiempos indicados. Posteriormente, se clasificé el
estado de actividad de los nucleos: en nucleos activos, donde se observan claramente los corpusculos
nucleares sin ningun fondo; intermedios, donde se observan los corpusculos nucleares y una
fluorescencia de fondo; e inactivos, donde se observa solo la fluorescencia de fondo. En las graficas se
representa el % de nucleos de un total de 90 nucleos contabilizados por cada punto de tiempo y
condicion pertenecientes a 10 muestras bioldgicas (n=10) recogidas en 3 experimentos independientes.

La cuantificacion de este fenotipo se llevd a cabo clasificando los nucleos que
aparecian en cada imagen en 1) phyB-activos (con los tipicos corpusculos nucleares y
sin ninguna fluorescencia de fondo), 2) phyB-intermedios (con corpusculos nucleares
pero también fluorescencia de fondo) y 3) phyB-inactivos (sin corpusculos nucleares,
solo con fluorescencia nuclear de fondo) (Figura R2.11). Para cada tiempo se
analizaron un total de 90 nucleos provenientes de 10 individuos diferentes y de tres
experimentos independientes. Segun nuestros resultados, antes del tratamiento con
FR la mayoria de los nucleos son del tipo phyB-intermedio en plantas verdes (control) y
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albinas tratadas con LIN, mientras que las tratadas con NFZ muestran una mayor
proporcién de nucleos phyB-activos (Figura R2.11). Tras la irradiacién con luz FR, la
proporcién de nucleos phyB-inactivos aumenta rapidamente en las plantas control,
llegando el 50% a los 20 min y al 100% a los 90 min. Sin embargo, en las plantas
tratadas con inhibidores la desactivacion de phyB-GFP es mucho mas lenta. A los 20
min tras el tratamiento simulador de sombra, casi no hay nucleos del tipo phyB-
inactivo en estas plantas albinas, mientras que a los 90 min la proporcidn es de sélo un
25%. A los 210 min, todavia se apreciaban nucleos phyB-intermedios en las plantas
tratadas con NFZ o LIN (Figura R2.11). De estos resultados se deduce que la
fotoconversién del fitocromo hacia la forma inactiva tras la percepcién de la sefial de
sombra (es decir, de una mayor proporcion de FR) se ve claramente retardada en el
tiempo cuando se bloquea el desarrollo de cloroplastos activos (Figura R2.11). Por lo
tanto, estos resultados apoyan la hipdtesis de que el estado funcional de los
cloroplastos modula la actividad de los fitocromos en respuesta a sombra.

2.2 La respuesta a sombra en plantas albinas esta reprimida

por HY5 y carotenoides

2.2.1 BUsqueda de mutantes capaces de responder a sombra sin
cloroplastos funcionales.

En este punto nos propusimos investigar el mecanismo molecular responsable de la
comunicacion entre cloroplastos y sefializacion de luz. Para identificar factores
reguladores de este proceso, nos planteamos realizar un busqueda en la bibliografia de
mutantes afectados en la percepcidn y senalizacidn de luz asi como en la sefializacién
retrogada que después utilizariamos para comprobar si eran capaces de responder a
sombra aun en presencia de cloroplastos disfuncionales. Como resultado de la
busqueda bibliografica se seleccionaron mutantes deficientes en GUN1 un integrador
central de las vias de sefializacion retrograda; (Koussevitzky et al. 2007; Ruckle et al.
2007; Larkin & Ruckle 2008; Nott et al. 2006), GUN2/HY1 (incapaz de producir el
cromoforo de los fitocromos; (Muramoto et al. 1999; Vinti et al. 2000; Mochizuki et al.
2001), PIFqg; (Leivar et al. 2008a), y HY5 (Oyama et al. 1997; Song et al. 2008; Ruckle et
al. 2007; Larkin & Ruckle 2008; Kindgren et al. 2012b; Ruckle & Larkin 2009) (Figura
R2.12). Estos mutantes junto con el WT se crecieron en presencia de NFZ durante 2
dias en W, se pasaron a W o W+FR durante 5 dias mds, y posteriormente se midieron
los hipocotilos para cuantificar la respuesta a sombra.
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Figura R2.12 Caracterizacion de la elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra en ausencia de
cloroplastos funcionales, en el caso de mutantes afectados en las vias de percepcion y seiializacion
luminica y de sefial retrégrada.

Elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra de los mutantes hyl, pifq, hyh, hy5-2 y gunl-101
sembrados en ausencia o presencia de 5uM de NFZ. Se crecieron durante 2 dias en luz W y 5 dias en luz
W o W+FR y se midid la longitud del hipocotilo. Se representa el ratio de respuesta a W+FR para cada
mutante, asi como el SE propagado correspondiente de un total de 25 plantulas (n=25) de un
experimento representativo. Los asteriscos indican las diferencias significativas en la elongacién del
hipocotilo en respuesta a sombra para cada mutante mediante la Prueba t de Student (p<0.05).

El mutante hyl (Rodriguez-Concepcidn et al. 2004) presenta una mayor elongacion del
hipocotilo en respuesta a sombra que el WT sin inhibidor y una conservacién parcial de
este alargamiento en presencia de NFZ. Este fenotipo podria ser debido a un déficit en
la produccion del croméforo de los fitocromos, ya que su fenotipo recuerda al
observado en el mutante de phyA en presencia de FSM (Figura R2.2). Por otro lado, los
mutantes pifq y gun1-101 (Ruckle et al. 2007) presentan un fenotipo WT de respuesta
a sombra tanto en ausencia como en presencia de NFZ. Por lo tanto, la ausencia de
PIF1, PIF3, PIF4 o PIF5 no parece interferir en la respuesta de alargamiento tras la
exposiciéon a W+FR, y lo mismo se puede decir para GUN1. Como contraste, el mutante
hy5-2 presenta una induccidn significativa (p<0.05) de la elongacion del hipocotilo en
respuesta a sombra en plantas verdes, y es capaz de mantener dicha respuesta aun en
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presencia de NFZ. Esto sugiere su implicacidon en la represién de la respuesta a sombra
incluso en presencia de NFZ. De hecho HY5 es un factor de transcripcidn represor de la
elongacién del hipocotilo durante la desetiolaciéon (Oyama et al. 1997) y actia como
punto de convergencia entre vias de senalizacion de luz y otras vias de sefializacion,
entre ellas, las vias de sefial retrégrada (Ruckle & Larkin 2009; Larkin & Ruckle 2008;
Ruckle et al. 2007). En Arabidopsis, algunas de las respuestas en las que esta implicado
HY5 son también reguladas por su homdélogo HYH. En concreto, ambos factores de
transcripcion estan implicados en la respuesta del phyB (Sellaro et al. 2009). Para
estudiar si HYH podia participar en la interaccion entre respuesta a sombra y
senalizacion retrograda, utilizamos el mutante hyh (Delker et al. 2014). En el caso de
este mutante observamos que responde menos que el WT al tratamiento con W+FR
cuando los cloroplastos son funcionales, mientras que responde mas en presencia de
NFZ (Figura R2.12). Por tanto, su papel en estos procesos debe ser complejo y distinto
al de HY5. En resumen, estos resultados sugieren que una via retrégrada
independiente de GUN1 pero dependiente de HY5 reprime la elongacion del hipocotilo
en plantulas albinas expuestas a sombra.

2.2.2 HY5 reprime la elongacion del hipocotilo antes y después de
la exposicion a sombra

Con tal de caracterizar mejor el papel de HY5 en la regulacion del alargamiento del
hipocotilo en respuesta a sombra se utilizaron lineas 35S:HA-HY5[hy5-Ks50] que
sobreproducen constitutivamente la proteina HY5 fusionada a un epitopo HA en fondo
hy5-Ks50 (Lee & He 2007). Ademads, se generaron plantas transgénicas en las que la
actividad HY5 podia inducirse. Para ello se fusioné HY5 a un dominio GR (receptor de
glucocorticoides) que mantiene la proteina de fusiéon HY5-GR en el citosol y solo la
dirige al nucleo en presencia de un glucocorticoide. Las plantas no sintetizan
glucocorticoides de forma natural, asi que la localizacion nuclear de HY5-GR y por
tanto la actividad HY5 dependen del tratamiento con un glucocorticoide exdgeno,
como dexametasona (Dex). La construccion 35S:HY5-GR se introdujo en plantas
mutantes hy5-2 y se escogio la linea transformada 35S5:HY5-GR[hy5-2] que mostré la
mejor complementacion del fenotipo de hipocotilo en W y en presencia de Dex (Figura
R2.13A). Posteriormente, se compararon los niveles de transcritos de HY5 en las lineas
35S8:HA-HY5[hy5-Ks50] y 35S:HY5-GR[hy5-2] por PCR cuantitativa (Figura R2.13B).
Mientras que la linea inducible 35S:HY5-GR[hy5-2] crecida en presencia de
dexametasona presenta 25 veces mas cantidad de transcritos de HY5 que el WT, la
linea sobreexpresora 35S:HA-HY5[hy5-Ks50] presenta 370 veces mas de transcritos en
comparacion con el silvestre.

A continuacién, se sembraron plantas WT, mutantes hy5-2 y lineas transgénicas
35S5:HA-HY5[hy5-Ks50] y 35S:HY5-GR[hy5-2] y se compararon las respuestas de
elongacion del hipocotilo tras crecerlas 2 dias con W mas 5 dias con W o W+FR (Figura
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R2.13C). Segun nuestros resultados, el alargamiento del hipocotilo tras el tratamiento
de sombra se correlaciona con los niveles de HY5. Cuando HY5 no esta presente, el
alargamiento es mayor que en las plantas WT, mientras que cuando HY5 esta presente
en exceso (plantas 35S:HA-HY5[hy5-Ks50]) la respuesta estd muy atenuada aunque
sigue siendo significativa (p<0.05) (Figura R2.13C). En el caso de la linea 355:HY5-
GR[hy5-2], con mas transcritos para HY5 que el WT pero menos que la linea 355:HA-
HY5[hy5-Ks50], la presencia de Dex también reprime la respuesta de alargamiento. Por
lo tanto, con estos resultados concluimos que HY5 actua como represor de la
elongacion del hipocotilo tanto en W como en respuesta a W+FR, y que esta represion
es dosis-dependiente.
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Figura R2.13 Implicacion de HY5 en la regulaciéon de la elongacién del hipocotilo en respuesta a
sombra.

A) Fotografias de plantulas WT, hy5-2, 355:HA-HY5 [hy5-Ks50] y la linea inducible con dexamentasona
(Dex) 35S:HY5-GR [hy5-2] crecidas durante 2 dias en W y después transferidas a W o W+FR 5 dias mas.
Las linias inducibles se sembraron en presencia o ausencia de 2uM Dex desde el dia 0 para inducir la
localizacidn nuclear de la proteina de fusidn. B) Niveles de transcritos de HY5 relativos al WT de plantas
sobreexpresoras de HY5 35S:HA-HY5 [hy5-Ks50] y 35S:HY5-GR [hy5-2] crecidas durante 7 dias en W en
presencia de Dex. C) Elongacién del hipocotilo en respuesta a W+FR de las mismas linias junto con el SE
propagado de 60 plantulas n=60 de un experimento representativo. Los asteriscos representan
diferencias significativas en elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra mediante la Prueba t de
Student (p<0.05).
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2.2.3 La respuesta a sombra de plantas sin cloroplastos ni HY5
requiere un bloqueo especifico de la sintesis de carotenoides

El efecto represor de HY5 sobre el alargamiento del hipocotilo en respuesta a sombra
es especialmente evidente cuando la sintesis de carotenoides esta bloqueada en
presencia de NFZ (Figura R2.12). Con tal de determinar la especificidad de esta
respuesta, se decidiéd comprobar si también ocurre con otros inhibidores del desarrollo
fotosintético del cloroplasto. Para ello, crecimos plantas WT y hy5-2 en medios
suplementados con diferentes inhibidores y las tratamos con W o W+FR durante 5
dias. Concretamente, suplementamos el medio de crecimiento con inhibidores de la
ruta del MEP como CLM y FSM, de la ruta especifica de sintesis de carotenoides como
NFZ y 2-(4 clorofeniltio) trietilamina (CPTA), y de la sintesis de proteinas en el
cloroplasto como LIN y CAP (Figura R2.1). Todos estos inhibidores se usaron a
concentraciones que producian plantas totalmente albinas, para estar seguros de que
los tratamientos eran comparables. Los resultados (Figura R2.14A) muestran que las
plantas mutantes Unicamente muestran una respuesta a sombra significativa (p<0.05)
cuando crecen en presencia de NFZ y CPTA, ambos inhibidores de la sintesis de
carotenoides. Para demostrar si la respuesta de hy5-2 es realmente especifica de la
ausencia de carotenoides, se expusieron plantas WT y hy5-2 a W o W+FR en presencia
de diferentes combinaciones de inhibidores. En concreto, suplementamos el medio
con NFZ y con inhibidores que bloquean la respuesta de hy5-2 a sombra al bloquear la
ruta del MEP (NFZ+FSM y NFZ+CLM, Figura R2.14B) o la expresion del plastoma
(NFZ+LIN; Figura R2.14C). En todos los casos, aunque en grados ligeramente distintos,
la presencia de NFZ permitié restablecer la respuesta a sombra de plantas mutantes
albinas. De esta forma se confirma que la respuesta de hy5-2 es dependiente
exclusivamente del tratamiento con NFZ, que supuestamente conlleva la ausencia de
carotenoides.
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Figura R2.14 Efecto corepresor de los carotenoides y HY5 en la elongacion del hipocotilo en respuesta
a sombra en presencia de inhibidores del cloroplasto.

A) Elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra de plantas WT y hy5-2 sembradas en ausencia o
presencia de inhibidores del desarrollo del cloroplasto, debido a un bloqueo especifico de la via del MEP
(50 uM clomazona CLM o 500 uM fosmidomicina FSM), la via de los carotenoides (5uM norflurazon NFZ
0 25uM 2- (4chlorophenylthio) triethylamine CPTA) o la sintesis de proteinas del plastoma (1mM
lincomicina LIN o 50 uM de cloramfenicol CAP). Se crecieron durante 2 dias en luz Wy 5 dias en luz W o
W+FR y se midid la longitud del hipocotilo. B) Elongacién del hipocotilo en respuesta a sombra de
plantas WT y hy5-2 crecidas segun A en presencia de inhibidores de la via del MEP junto con un
inhibidor de la via de los carotenoides obteniendo FSM+NFZ y CLM+NFZ. Se utilizaron las mismas
concentraciones de cada inhibidor que en A. C) Elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra de
plantas WT y hy5-2 crecidas segun A en presencia de un inhibidor de la via de la sintesis de proteinas del
cloroplasto LIN junto con un inhibiodor la via de los carotenoides NFZ. Se utilizaron las mismas
concentraciones de cada inhibidor que en A. Las barras en A, By Cindican el ratio de respuesta a W+FR
para cada linea y tratamiento, asi como el SE propagado correspondiente de un total de 30 plantulas
(n=30) de un experimento representativo. Los asteriscos indican las diferencias significativas en la
elongacién del hipocotilo en respuesta a sombra para cada linea y tratamiento mediante la Prueba t de
Student (p<0.05).

El préximo paso fue asegurarse de la especificidad del NFZ frente a otros inhibidores
en cuanto al bloqueo de la produccién de carotenoides. Para ello, realizamos un
analisis de pigmentos mediante HPLC de plantas WT y hy5-2 crecidas en medio con
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NFZ, FSM o LIN durante 7 dias en W (Figura R2.15). A nivel visual ya se aprecia que el
tratamiento con NFZ genera plantas de un color mas blanco que en el caso de FSM y
LIN (que producen plantas mas amarillentas). El analisis por HPLC confirmé que el
mutante hy5-2 acumula un 20% menos de clorofila y carotenoides respecto al WT, tal y
como esta descrito en la bibliografia (Oyama et al. 1997). En ambos casos (WT y
mutante), el tratamiento con FSM o LIN produjo una disminucién muy considerable en
la cantidad de carotenoides en comparacion a las plantas sin tratamiento con inhibidor
(Figura R2.15). En ambos casos (FSM y LIN), encontramos un perfil metabdlico
bastante comparable, con reducciones similares en los niveles de los carotenoides
normalmente detectados en tejido fotosintético, como B-caroteno, neoxantina,
violaxantina y luteina. En el caso del tratamiento con FSM, el bloqueo de la ruta del
MEP impediria en principio la sintesis de los precursores necesarios para la produccién
de carotenoides, IPP y DMAPP. Sin embargo, es posible que ante el bloqueo de esta
ruta la planta reaccione activando el importe de IPP y DMAPP desde el citosol, lo que
podria ser suficiente para que puedan acumularse los carotenoides detectados
(Dudareva et al. 2005) (Figura R2.15). Cuando analizamos el perfil metabdlico de las
plantas tratadas con NFZ no pudimos detectar ninguno de los carotenoides que si
detectdbamos con FSM o LIN (Figura R2.15). En su lugar, observamos la acumulacién
de fitoeno, el intermediario anterior al bloqueo ejercido por NFZ (Figura R2.15). Estos
resultados confirman que el tratamiento con NFZ es el Unico que impide la sintesis y
acumulacién de carotenoides por debajo de fitoeno, y que por lo tanto son estos
carotenoides (o productos derivados) los que reprimen la capacidad del mutante hy5-2
para alargarse en respuesta a sombra cuando los cloroplastos no son funcionales.
Dado que el tratamiento con CPTA (que bloquea la ruta a nivel de licopeno) también
impide la respuesta a sombra de las plantas WT pero no la de hy5-2 (Figura R2.14), se
puede concluir que la capacidad del mutante para alargarse en respuesta a W+FR est3
reprimida por un carotenoide (o derivado) por debajo de licopeno.
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Figura R2.15 Perfil de carotenoides de plantas tratadas con inhibidores del cloroplasto.

Analisis por HPLC de los niveles de carotenoides de plantas WT y hy5-2 sembradas en ausencia de
inhibidores o en presencia de 5uM NFZ, 500 uM FSM o 1mM LIN y crecidas durante 7 dias en luz W. La
cantaxantina, un carotenoide no presente en plantas se usé como estandard interno. Se muestran los
niveles de CHL y CRT de plantas WT y hy5-2 sin tratamiento relativizados a los niveles del WT. En
presencia de los diferentes inhibidores se muestra el % de carotenoides relativos a los niveles totales de
carotenoides de muestas WT. Las abreviaturas corresponden a: fitoeno (fit), B-caroteno (B-c),
violaxantina (vio), neoxantina (neo), luteina (lut). Las medias y el SE corresponden a de tres replicas
bioldgicas independientes (n=3). Los asteriscos indican las diferencias significativas en la cantidad de
carotenoides entre WT y hy5-2 mediante la Prueba t de Student (p<0.05).

Posteriormente, confirmamos genéticamente nuestros resultados cruzando hy5-2 con

mutantes deficientes en la via del MEP (dxs-1, hdr-1) y en la sintesis de carotenoides

(psy-1) (Figura R2.1). Dado que la pérdida de funcidon de DXS, HDR o PSY genera un

fenotipo albino letal (es decir, no pueden mantenerse en homozigosis), los cruces se

realizaron entre plantas hy5-2 homozigotas (-/-) y plantas heterozigotas (+/-) para el

resto de las mutaciones. De las poblaciones F; resultantes se aislaron individuos verdes

alargados, que posteriormente se pasaron a tierra para confirmar por PCR la presencia

del T-DNA en el gen HY5 en homozigosis y en el segundo gen correspondiente (DXS,

HDR, o PSY) en heterozigosis. Las plantas genotipadas como hy5-2(-/-) dxs-1(+/-), hy5-
2(-/-) hdr-1(+/-), y hy5-2(-/-) psy-1(+/-) segregaron individuos F3 albinos (es decir,
dobles homozigotos) en la proporciéon esperada en todos los casos. Semillas de las

plantas F, se crecieron durante 2 dias en W y después 5 dias en W o W+FR tal y como
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hicimos en los experimentos anteriores. Después medimos la elongacion del hipocotilo
Unicamente en las dobles homozigotas (es decir, aquellas que presentaban fenotipo
albino) y se compard su respuesta a sombra con la de los correspondientes parentales
y plantas WT crecidas a la vez (Figura R2.16). Mientras que los dobles mutantes hy5-2
dxs-1y hy5-2 hdr-1 practicamente no responden a sombra (tal y como sucede en el
mutante hy5-2 tratado con inhibidores de la ruta del MEP), el doble mutante hy5-2
psy-1 se comporta igual que plantas hy5-2 tratadas con NFZ, presentando una
induccion de la elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra significativa (p<0.05).
Este resultado nos confirma genéticamente que para que plantas sin cloroplastos
funcionales puedan responder a sombra se requiere la pérdida de funcién de HY5 y la
ausencia de carotenoides.
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Figura R2.16 Confirmacion genética de HY5 y de los de los carotenoides como correpresores de la
elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra.

Elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra de los mutantes hy5-2, dxs-1, del doble mutante hy5-2
dxs-1, hdr-1, del doble mutante hy5-2 hdr-1, psy-1 y del doble mutante hy5-2 psy-1 crecidos junto a
plantas WT durante 2 dias en luz W y 5 dias en luz W o W+FR. Se midié el hipocotilo de las plantas
azigotas para dxs-1, hdr-1 y psy-1 que resultan ser albinas tanto en los mutantes simples como en los
dobles mutantes. Las barras indican el ratio de respuesta a W+FR para cada mutante, asi como el SE
propagado correspondiente de un total de 20 plantulas (n=20) de un experimento representativo. Los
asteriscos indican las diferencias significativas en la elongacién del hipocotilo en respuesta a sombra
para cada mutante mediante la Prueba t de Student (p<0.05).

El siguiente paso para confirmar la correlacion entre niveles de carotenoides y bloqueo
de la respuesta a sombra en el mutante hy5-2 fue el estudiar esta respuesta en
presencia de distintas concentraciones de NFZ (Figura R2.17). En las plantas WT el NFZ
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no afecta la longitud del hipocotilo en W pero si inhibe la respuesta a W+FR incluso a
concentraciones de inhibidor que no alteran el color verde de las plantas y la
autofluorescencia de la clorofila (Figura R2.17). Concentraciones de NFZ que producen
plantulas albinas bloquean totalmente la respuesta a sombra en el WT. En contraste, la
longitud de las plantulas mutantes hy5-2 si decrece en W a medida que aumenta la
concentracion de NFZ. Cantidades bajas del inhibidor producen una inhibicidn de la
respuesta de alargamiento en sombra similar en plantas WT y mutantes, pero a
concentraciones altas la respuesta se reprime mucho mas lentamente en hy5-2 (Figura
R2.17). Este resultado sugiere que HY5 y los carotenoides (o sus derivados) podrian
reprimir la respuesta a sombra de forma independiente.
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Figura R2.17 Correlacidon entre niveles de carotenoides y bloqueo de la respuesta a sombra en el
mutante hy5-2.

Elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra del mutante hy5-2 en comparacién a plantas control
WT sembradas en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de NFZ (1 nM, 50 nM, 500nM vy
5uM). Las plantas se crecieron durante 2 dias en luz W y 5 dias en luz W o W+FR y posteriormente se
midid el hipocotilo. Junto con las fotografias en el margen inferior se presentan imagenes de confocal
que representan la autofluorescéncia de los cloroplastos para cada concentracion de inhibidor. Las
graficas representan la longitud del hipocotilo de plantas WT y hy5-2 en luz W y luz W+FR
respectivamente, y en presencia de las diferentes concentraciones de NFZ. Se representan los
longitudes medias asi como el SE correspondiente a un total de 25 plantulas para cada tratamiento
(n=25) de un experimento representativo. Los asteriscos indican las diferencias significativas en la
elongacién del hipocotilo en respuesta a sombra para cada mutante mediante la Prueba t de Student
(p<0.05).
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2.3 Varias senales retrogradas derivadas de carotenoides

reprimen la elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra

Tal y como se mostrod en la Figura R2.14, los inhibidores de la sintesis de carotenoides
NFZ y CPTA son los Unicos que permiten la respuesta a sombra de plantas deficientes
en HY5 a pesar de no poseer cloroplastos funcionales. NFZ inhibe la desaturacién del
fitoeno en el segundo paso de la ruta de sintesis de carotenoides, mientras que el
CPTA actua mas adelante en la via, impidiendo la ciclacién de los extremos de la
molécula de licopeno para generar a-caroteno (a partir del cual se produce la luteina) y
B-caroteno (que posteriormente se convierte en violaxantina y neoxantina). Esto, junto
con el resto de resultados, nos hace pensar que la ausencia de un carotenoide que se
encuentra mas abajo del licopeno podria ser la causante del fenotipo de respuesta a
sombra de hy5-2. Otra alternativa, aunque menos probable a priori, es que la causa de
este fenotipo sea la acumulaciéon de un precursor de los carotenoides por encima de
fitoeno (Figura R2.1).

Varios metabolitos relacionados con los carotenoides han sido recientemente
identificados como sefiales retrogradas (Figura R2.1). Entre los derivados de
carotenoides por debajo del licopeno, los mds estudiados han sido el B-ciclocitral,
derivado de la rotura oxidativa no enzimatica del B-caroteno (Ramel et al. 2012) y el
acido abscisico (ABA), sintetizado a partir de la violaxantina y la neoxantina (Xu &
Leister et al. 2014). Por otro lado, el MEcCPP es un intermediario de la via del MEP (y
por tanto precursor de los carotenoides) que actia como una sefial retrégrada en
respuesta al estrés (Xiao et al. 2012). En este apartado de la tesis se ha estudiado el
posible papel en la respuesta a sombra de estos metabolitos y otros relacionados.

2.3.1 MECcPP y ruta del MEP

Estudios recientes han demostrado que el MEcPP actua como sefial retrograda para la
induccién de genes relacionados con respuesta a estrés (Xiao et al. 2012; Benn et al.
2016; Lemos et al. 2016). EI MEcPP se transforma en IPP y DMAPP por la accidn
consecutiva de dos enzimas, HDS y HDR (Figura R2.1). La pérdida parcial de funcién de
la primera en el mutante hds-3, también denominado csb3 (CONSTITUTIVE SUBTILISIN
3), hace que estas plantas acumulen 200 veces mas MEcPP que las WT (Gonzalez-
Cabanelas et al. 2015). Si la respuesta de hy5-2 a sombra requiere la acumulacién de
MECPP (por el tratamiento con NFZ o CPTA), entonces esperariamos que el doble
mutante hy5-2 hds-3 fuese capaz de responder a sombra al bloquear el desarrollo de
los cloroplastos con un inhibidor independiente de carotenoides y de la ruta del MEP.
Para ello realizamos el doble mutante hy5-2 hds-3 y lo crecimos junto con los mutantes
simples hds-3, hy5-2 y WT en presencia de NFZ y LIN durante 5 dias en W o W+FR.
Posteriormente, medimos la elongacidn del hipocotilo en respuesta a sombra.
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Figura R2.18 Efecto del MEcPP en la represion de la elongacién del hipocotilo en respuesta a sombra.

Elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra de plantas WT y los mutantes hy5-2, hds-3 y del doble
mutante hy5-2 hds-3 sembrados en ausencia o presencia de 5uM NFZ o 1mM LIN. Se crecieron durante
2 dias en luz W y 5 dias en luz W o W+FR. Las barras indican el ratio de respuesta a W+FR para cada
mutante, asi como el SE propagado correspondiente de un total de 25 plantulas (n=25) de un
experimento representativo. Los asteriscos indican las diferencias significativas en la elongacién del
hipocotilo en respuesta a sombra para cada mutante mediante la Prueba t de Student (p<0.05).

Segln nuestros resultados, en ausencia de inhibidor hds-3 responde menos a sombra
qgue el WT, aunque su respuesta es aun significativa (p<0.05). De la misma forma, hy5-2
hds-3 responde ligeramente menos a sombra que hy5-2, lo que sugiere que la
acumulaciéon de MEcPP en plantas verdes podria tener un efecto represor de la
elongacidn del hipocotilo en respuesta a sombra. Sin embargo, en plantas tratadas con
NFZ la mutacion hds-3 parece tener un efecto contrario, activando ligeramente esta
respuesta (Figura R2.18). En presencia de LIN, el doble mutante hy5-2 hds-3 no
recupera la respuesta a sombra con respecto al mutante simple hy5-2 (Figura R2.18),
lo que sugiere que la acumulacién de MECPP no es la causante de que plantas
deficientes en HY5 y crecidas en NFZ alarguen sus hipocotilos en respuesta a sombra.
De forma consistente con esta conclusion, el bloqueo de la produccion de MEcPP en
plantas WT tratadas con inhibidores de la via MEP (CLM y FSM) junto con NFZ (Figura
R2.14B) no impidio la respuesta de alargamiento a la sombra de las plantulas hy5-2. En
conjunto, los datos apoyan nuestra conclusidon de que no es la acumulacién de un
metabolito anterior al fitoeno sino la desaparicion de un metabolito posterior al
licopeno en la via de carotenoides lo que permite a las plantas hy2-5 responder a la
sombra.
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2.3.2 Luteina o derivados

Para determinar si la ausencia de luteina es decisiva para la induccién de la elongacién
del hipocotilo en respuesta a sombra por parte de hy5-2, realizamos el cruce de este
mutante con /ut2-3 (SALK_005018), un mutante deficiente en luteina (Figura R2.1)
(Pogson et al. 1996; Pérez-Gil 2013). Mediante HPLC pudimos confirmar que ni las
plantas /ut2-3 ni el doble mutante hy5-2 lut2-3 acumulaban luteina (Figura R2.19A).
Posteriormente, se crecieron plantas WT, el doble mutante, y sus parentales en
presencia o ausencia de NFZ y LIN, se expusieron a sombra durante 5 dias, vy
finalmente se midié la longitud del hipocotilo de plantas de los 4 genotipos ensayados
(Figura R2.19B). En ausencia de inhibidores no vimos ninguna diferencia entre la
respuesta a sombra de plantas WT y /ut2-3 o los mutantes hy5-2 lut2-3 y hy5-2;
tampoco existian diferencias significativas en el caso de NFZ, tal y como se esperaba, ni
en el caso de LIN (en el que se hubiera esperado una respuesta del doble mutante si la
luteina estuviese reprimiendo la respuesta de alargamiento). Estos resultados
muestran que la ausencia de luteina o de un derivado de este carotenoide no permite
al mutante hy5-2 responder a sombra, lo que sugiere que es otro el carotenoide (o
derivado) involucrado.
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Figura R2.19 Efecto de la luteina en la represion de la elongacion del hipocotilo en respuesta a
sombra.

A) Analisis por HPLC de los niveles de pigmentos de plantas /ut2-3 , hy5-2 y dobles mutantes hy5-2 lut-2
expuestas durante 7 dias en luz W. La cantaxantina, un carotenoide no presente en plantas se usé como
estandard interno. En el grafico se muestra la proporcién de los diferentes pigmentos respecto al total
con tal de determinar la ausencia total de luteina en /ut2-3 y hy5-2 lut-2. B) Elongacién del hipocotilo en
respuesta a sombra de los mutantes hy5-2, lut2-3 y del doble mutante hy5-2 lut2-3 sembrados en
ausencia o presencia de 5uM NFZ o 1mM LIN. Se crecieron durante 2 dias en luz W y 5 dias en luz W o
W+FR. Las barras indican el ratio de respuesta a W+FR para cada mutante, asi como el SE propagado
correspondiente de un total de 25 plantulas (n=25) de un experimento representativo. Los asteriscos
indican las diferencias significativas en la elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra para cada
mutante mediante la Prueba t de Student (p<0.05).

2.2.3 B-ciclocitral

Otro carotenoide candidato seria el producto de la oxidacién del B-caroteno, el B-
ciclocitral, que estd descrito como sefial retrégrada (Ramel et al. 2012) (Figura R2.1).
Debido a que su formacidn es no enzimatica, no disponemos de mutantes especificos
de su sintesis. Por tanto decidimos hacer pruebas afadiéndolo a la placa de
crecimiento. Si la ausencia de B-ciclocitral en plantas hy5-2 tratadas con NFZ (o CPTA)
es lo que hace que estas respondan a sombra alargandose, esperariamos que en
medio suplementado con NFZ y B-ciclocitral se anulase esta respuesta. Aunque el
planteamiento es simple, el B-ciclocitral es un producto volatil y tuvimos que poner a
punto la forma de administrarlo. En primer lugar, se sembraron plantas WT y se
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administraron diferentes cantidades de B-ciclocitral en un papel absorbente
depositado en el centro de la placa, selldndose posteriormente con parafilm (Figura
R2.20A). Después de germinarlas en las placas y crecerlas durante 7 dias en W,
observamos que con cantidades muy pequeiias de B-ciclocitral (0.32 nM) ya se genera
un halo de inhibicion de la germinacidn, recordando el efecto que también produce el
ABA a concentraciones elevadas. Para evitar esta heterogeneidad y los efectos no
deseados sobre la germinacién, se anadieron concentraciones mas bajas del
compuesto directamente al medio. Después, se sembraron plantas WT y se selld la
placa con parafilm. Asi las crecimos en presencia o ausencia de sombra y se midid la
longitud del hipocotilo, con tal de determinar si el B-ciclocitral tenia algun efecto
(Figura R2.20B). En presencia de concentraciones muy bajas de B-ciclocitral (0.04 nM)
la respuesta a sombra pasa a ser incluso negativa (es decir, las plantas expuestas a
W+FR se alargan menos que las expuestas a W), indicando que el B-ciclocitral tiene un
fuerte poder represor de la elongacién del hipocotilo en respuesta a sombra. La
importancia de este compuesto volatil en la respuesta a sombra podria explicar
también la observacidon de que las plantas WT crecidas en placas selladas con parafilm
(es decir, en las que se impide el intercambio gaseoso) tienen una respuesta
ligeramente negativa a sombra incluso en medio no suplementado con B-ciclocitral
(Figura R2.20C).

Posteriormente investigamos si la adicion de B-ciclocitral era capaz de anular la
respuesta a sombra de hy5-2 en presencia de NFZ. Para ello, sembramos plantas
mutantes en ausencia o presencia de B-ciclocitral (0.02 nM) y NFZ, sellamos todas las
placas con parafilm, y las crecimos exponiéndolas a W o W+FR durante 5 dias (Figura
R2.20C). Aun con las placas selladas, el mutante hy5-2 es capaz de responder
significativamente (p<0.05) en presencia de NFZ (Figura R2.20C). En cambio, en
presencia de B-ciclocitral y NFZ la respuesta de hy5-2 se encuentra totalmente
bloqueada. Por lo tanto, estos resultados sugieren la posibilidad de que el B-ciclocitral
sea el carotenoide cuya ausencia hace que podamos ver la represién ejercida por HY5
en presencia de cloroplastos disfuncionales.
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Figura R2.20 Efecto del B-ciclocitral en la represidon de la elongacién del hipocotilo en respuesta a
sombra.

A) Fotografias de placas que muestran el efecto represor en la germinacién por parte del B-ciclocitral.
Para ello se sembraron semillas WT en placas con un papel impregnado con las concentraciones
indicadas de B-ciclocitral, se sellaron con parafilm y posteriormente se incubaron en W durante 7 dias.
B) Elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra de plantas WT en presencia de las concentraciones
de B-ciclocitral indicadas. Las plantas se crecieron durante 2 dias en luz W y 5 dias en luz W o W+FR y
posteriormente se midid el hipocotilo. C) Elongacién del hipocotilo en respuesta a sombra de plantas
WT y hy5-2 en presencia o ausencia de 0.02 nM de B-ciclocitral y en presencia o ausencia de 5 uM NFZ.
Para el tratamiento con B-ciclocitral y con tal de comparar diferentes tratamientos se sellaron las placas
tal y como se indica en la gréfica. Las plantas se crecieron durante 2 dias en luz W y 5 dias en luz W o
W+FR y posteriormente se midié el hipocotilo. Las barras en By C indican el ratio de respuesta a W+FR
para cada genotipo y condicién, asi como el SE propagado correspondiente de un total de 25 plantulas
(n=25) de un experimento representativo. Los asteriscos indican las diferencias significativas en la
elongacién del hipocotilo en respuesta a sombra para cada mutante mediante la Prueba t de Student
(p<0.05).
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2.3.4 Acido absicico (ABA)

El ABA es una hormona implicada en multiples respuestas como en la dormancia y la
germinacién de las semillas, asi como en estrés hidrico y salino, ademds de ser
identificada como seiial retrégrada (Baier & Dietz 2005). Se sintetiza a partir de la
violaxantina y la neoxantina via xantonina (Figura R2.1). Siguiendo el razonamiento
anteriormente descrito para el PB-ciclocitral, realizamos un experimento inicial
suplementando el medio de crecimiento con ABA exdgeno (Figura R2.21). Tal y como
se puede observar, a concentraciones crecientes de ABA vemos una inhibicion
progresiva de la elongacién del hipocotilo en respuesta a sombra tanto en plantas
verdes WT como en plantas hy5-2 verdes (no tratadas con NFZ) y albinas (tratadas con
NFZ). Por lo tanto, podemos concluir que el ABA reprime la elongacion del hipocotilo
en respuesta a sombra, y que ademads esta represion es independiente de la presencia
o ausencia de HY5 ya que se produce tanto en WT como en hy5-2.
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Figura R2.21 Efecto de la adicidn de ABA en la represion de la elongacion del hipocotilo en
respuesta a sombra.

Elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra del mutante hy5-2 en comparacion a plantas control
WT en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de ABA introducidas en el medio indicadas
en la figura y en presencia o ausencia de 5 UM NFZ. Las plantas se crecieron durante 2 diasen luz Wy 5
dias en luz W o W+FR y posteriormente se midié el hipocotilo. Se representan los longitudes medias asi
como el SE correspondiente a un total de 25 plantulas para cada tratamiento (n=25). Los asteriscos
indican las diferencias significativas en la elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra para cada
mutante mediante la Prueba t de Student (p<0.05).
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Para confirmar estos resultados a nivel genético, utilizamos el mutante aba2 (gini-3),
deficiente en el enzima que transforma la xantonina en ABA-aldehido durante la
sintesis de ABA (Schwartz et al. 1991) (Figura R2.1). Este mutante posee una
deficiencia en ABA pero no de carotenoides y clorofilas. De hecho, el analisis de
plantas WT y mutantes aba2 por HPLC (Figura R2.22A) mostrd niveles ligeramente
mayores de clorofilas y carotenoides en el mutante, aunque no significativamente
diferentes. El cruce de aba2 con hy5-2 permitié obtener el doble mutante hy5-2 aba2
para analizar la elongacién del hipocotilo en respuesta a sombra en presencia de NFZ y
LIN (Figura R2.22B). Si es el ABA el derivado de carotenoides que precisa estar ausente
para observar la respuesta del mutante hy5-2 esperabamos que en presencia de LIN el
doble mutante fuera capaz de mostrar una respuesta a sombra. Segln nuestros
resultados, la mutacion aba2 (es decir, la deficiencia de ABA) aumenta la respuesta de
plantas con cloroplastos activos a sombra. Esto ocurre tanto en plantas aba2 como
hy5-2 aba2, lo que confirma un papel de ABA como represor de esta respuesta. Por
otra parte, el doble mutante responde mas a sombra que hy5-2, y el mutante aba2
responde ligeramente mas que el WT, confirmando que la represion de la respuesta a
sombra por ABA es aditiva a la represion causada por HY5. Por tanto, estos resultados
apoyan nuestra conclusién anterior que HY5 y un derivado de carotenoide (en este
caso, ABA) reprimen la elongacién del hipocotilo en respuesta a sombra por vias
independientes. En plantas con cloroplastos inactivos (es decir, tratadas con
inhibidores), la mutacion aba2 permitio la respuesta del doble mutante a sombra en
todos los casos, restableciéndola en el caso de LIN. Este resultado, nos indica que la
ausencia de ABA (que no puede producirse cuando se trata con NFZ o CPTA pero si con
el resto de inhibidores) permite observar la represion de la respuesta a sombra por
parte de HY5.
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Figura R2.22 Confirmacion genética del efecto del ABA en la represion de la elongacion del hipocotilo
en respuesta a sombra.

A) Andlisis por HPLC de los niveles de carotenoides de plantas WT y aba2 expuestas durante 7 dias en
luz W en ausencia de inhibidores. La cantaxantina, un carotenoide no presente en plantas se usé como
estandard interno. Se muestran los niveles de CHL y CRT como pg/mg peso seco, asi como los niveles de
los diferentes carotenoides. Las abreviaturas corresponden a las indicadas en la Figura R2.15. Las medias
y el SE corresponden a de tres replicas bioldgicas independientes (n=3). B) Elongacién del hipocotilo en
respuesta a sombra de los mutantes hy5-2, aba2 y del doble mutante hy5-2 aba2 sembrados junto a
plantas WT en medio sin suplementar o suplementado con 5 uM NFZ, 500 uM FSM o 1mM LIN. Se
crecieron durante 2 dias en luz W y 5 dias en luz W o W+FR. Las barras indican el ratio de respuesta a
WH+FR para cada mutante, asi como el SE propagado correspondiente de un total de 25 plantulas (n=25)
de un experimento representativo. Los asteriscos indican las diferencias significativas en la elongacién
del hipocotilo en respuesta a sombra para cada mutante mediante la Prueba t de Student (p<0.05).

2.3.5 Interaccioén entre B-ciclocitral y ABA

Mientras que los abordajes genéticos sugieren un papel para el ABA como represor del
alargamiento del hipocotilo en respuesta a sombra, los experimentos farmacolégicos
sugieren que tanto el ABA como el B-ciclocitral podrian ejercer ese papel. En este
apartado nos planteamos responder a la pregunta de si el ABA y el B-ciclocitral actian
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de forma independiente en la represién de la respuesta a sombra. Curiosamente, el
tratamiento con B-ciclocitral hace que las plantas adquirieran una tonalidad verde mas
oscura. Para estudiar si esto es debido a una mayor acumulacién de pigmentos
fotosintéticos, analizamos el contenido de carotenoides y clorofilas por HPLC de
plantas WT tratadas con B-ciclocitral (0.32 nM) y los comparamos con las plantas sin
tratar (Figura R2.23A). Los resultados muestran que el tratamiento con B-ciclocitral
aumenta los niveles de clorofilas y también de carotenoides, incluidos los precursores
del ABA. Es por tanto posible que el estrés causado por el bloqueo del desarrollo de los
cloroplastos con inhibidores provoque la oxidacion de B-caroteno a B-ciclocitral, que a
su vez aumentaria la biosintesis de carotenoides y como consecuencia podria hacer
incrementar indirectamente los niveles de ABA (Figura R2.1). Por tanto, es posible que
la accién de estos dos metabolitos derivados de carotenoides esté interelacionada.
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Figura R2.23 Relacion entre el B-ciclocitral y el ABA en el control de la respuesta a sombra.

A) Analisis por HPLC de los niveles de carotenoides de plantas WT y tratadas con 0.32nM de B-ciclocitral
expuestas durante 7 dias en luz W en ausencia de inhibidores. La cantaxantina, un carotenoide no
presente en plantas se usé como estandard interno. Se muestran los niveles de los diferentes
carotenoides: fitoeno, violaxantina, neoxantina, luteina y B-caroteno. Las medias y el SE corresponden a
de tres replicas bioldgicas independientes (n=3). B) Elongacién del hipocotilo en respuesta a sombra de
los mutantes hy5-2, aba2 y del doble mutante hy5-2 aba2 sembrados en presencia de 500 uM FSM y en
presencia o ausencia de 0.02 nM B-ciclocitral. Se crecieron durante 2 dias en luz W y 5 dias en luz W o
W+FR. Las barras indican el ratio de respuesta a W+FR para cada mutante, asi como el SE propagado
correspondiente de un total de 25 plantulas (n=25) de un experimento representativo. Los asteriscos
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indican las diferencias significativas en la elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra para cada
mutante mediante la Prueba t de Student (p<0.05).

En plantas tratadas con NFZ, no se puede producir ni B-ciclocitral ni ABA. Por tanto, el
efecto represor del B-ciclocitral sobre el alargamiento del hipocotilo de plantas hy5-2
expuestas a sombra (Figura R2.20C) implica que el B-ciclocitral no necesita ABA para su
efecto represor. El siguiente paso fue usar herramientas genéticas (el mutante aba2)
para confirmar si el efecto represor del B-ciclocitral requiere sintesis de ABA. Para ello,
medimos la elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra del doble mutante hy5-2
aba2 en presencia o ausencia de B-ciclocitral y lo comparamos con la respuesta de
hy5-2 (Figura R2.23B). Para bloquear el desarrollo de los cloroplastos utilizamos FSM
en lugar de NFZ, ya que la FSM no bloquea completamente la sintesis de carotenoides
precursores del ABA (Figura R2.15) y por tanto permite estudiar el posible efecto
dependiente de ABA del B-ciclocitral. Si el B-ciclocitral reprime el alargamiento del
hipocotilo de hy5-2 porque induce la sintesis de ABA, esperariamos que el doble
mutante hy5-2 aba2 no se pudiese alargar en respuesta a sombra en medio
suplementado con FSM y B-ciclocitral. Sin embargo, observamos que el doble mutante
se alargaba de forma similar con y sin B-ciclocitral (Figura R2.23B). La adicion extra de
B-ciclocitral al medio con FSM tiene un efecto mucho menor al observado en el medio
con NFZ, seguramente porque en medio con FSM ya se produce p-ciclocitral
endoégenamente. En conjunto, nuestros resultados sugieren que el ABA y el B-
ciclocitral forman parte de dos vias independientes de represién.

2.3.6 Oftras seinales retrégradas

Los resultados generados hasta este punto indican que derivados de carotenoides
previsiblemente formados por los cloroplastos estresados (B-ciclocitral y ABA)
reprimen la respuesta de alargamiento asociada al SAS por una via independiente de
HY5. Por otro lado, el bloqueo de la actividad de los cloroplastos con NFZ o LIN genera
una sefial retrograda que inhibe la desactivacion de los fitocromos en respuesta a
sombra (Figura R2.11), lo que acaba impidiendo el alargamiento del hipocotilo de
plantas expuestas a W+FR por una ruta que implica a HY5 como represor. En este
punto nos planteamos identificar factores implicados en sefializacion retrégrada que
estuviesen implicados en la ruta de HY5.

Los mutantes gun tienen impedida la sefializacion cloroplasto-ntcleo de forma que no
presentan casi cambios en la expresién en genes nucleares implicados en fotosintesis
(PhANGSs) aunque estén tratadas con inhibidores como NFZ. Este es el caso de gunli-
101 (Ruckle et al. 2007) y gun5-1 (Mochizuki et al. 2001). GUN1 codifica para una
proteina integradora de varias rutas de sefializacion retrograda (tetrapirroles, PGE,
redox, etc), mientras que GUNS5 codifica para una proteina necesaria para la induccién
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de la senal retrograda de tetrapirroles (Mg-ProtolX). La via de sefializacién
dependiente de GUN1 y la de HY5 convergen para reprimir la transcripcion de PhANGs
en cloroplastos disfuncionales via el factor de transcripcion ABI4 (Larkin & Ruckle 2008;
Ruckle et al. 2007). Por otro lado, la via de senalizacion dependiente de GUN5 induce
cambios directos en la actividad de HY5, transformandolo en un represor
transcripcional de PhANGs (Kindgren et al. 2012b). Ademas HY5 también tiene como
diana directa el promotor del gen GUN5 induciéndolo (Toledo-Ortiz et al. 2014). Si la
represién de la respuesta a sombra dependiente del bloqueo de los cloroplastos y
mediada por HY5 requiere la sefalizacion por GUN1 y/o GUNS5, se esperaria que
mutantes deficientes en esta sefializacion pudieran elongarse en respuesta a W+FR en
medio suplementado con NFZ o LIN. Si esta respuesta fuese independiente de HY5, los
dobles mutantes hy5-51 gun1-101 y hy5-2 gun5-1 tendrian una respuesta aditiva.

Para comprobar si la sefial es dependiente de GUN1, sembramos plantas WT, hy5-51,
gunl-101, y hy5-51 gun1-101 (Alonso 2003; Ruckle et al. 2007) en presencia o ausencia
de NFZ o LIN, y las expusimos a W o W+FR durante 5 dias (Figura R2.24A). Como vya
observamos anteriormente (Figura R2.12), el mutante gunl-101 no presenta
disminucion en la respuesta a sombra en plantas con cloroplastos funcionales (Figura
R2.24A), mientras que el mutante gun5-1 tiene una menor respuesta a sombra que el
WT (Figura R2.24B). Pero ninguno de los dos mutantes simples recupera la respuesta a
sombra en presencia de NFZ o LIN, lo que sugiere que ni GUN1 ni GUN5 son necesarios
para reprimir la respuesta a sombra al bloguear el desarrollo de los cloroplastos. En el
caso de hy5-51 gunl1-101, presenta una tendencia a una menor respuesta a sombra
comparado con el mutante hy5-2 tanto en medio sin inhibidor como en presencia de
NFZ, mientras que en presencia de LIN presenta una ausencia total de respuesta. En el
caso de hy5-2 gun5-1 los resultados muestran la misma tendencia (Figura R2.24B).

En conjunto, los resultados sugieren que senales retrégradas dependientes de GUN1 y
GUNS serian relevantes para la respuesta a sombra cuando no esta presente HY5,
quizas participando en la ruta de represién independiente de HY5 y mediada por
derivados de carotenoides como el ABA o el B-ciclocitral.
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Figura R2.24 Efecto de la sefial GUN1 y GUNS5 en el control de la respuesta a sombra en presencia de
cloroplastos disfuncionales.

A) Elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra de los mutantes hy5-2, gun1-101 y del doble
mutante hy5-2 gunl-101 sembrados en presencia o ausencia de 5 UM NFZ o 1mM LIN. Se crecieron
junto con plantas WT durante 2 dias en luz W y 5 dias en luz W o W+FR. B) Elongacién del hipocotilo en
respuesta a sombra de los mutantes hy5-2, gun5-1y del doble mutante hy5-2 gun5-1 crecidos junto con
plantas WT en las mismas condiciones que A. En A y B las barras indican el ratio de respuesta a W+FR
para cada mutante, asi como el SE propagado correspondiente de un total de 25 plantulas (n=25) de un
experimento representativo. Los asteriscos indican las diferencias significativas en la elongacion del
hipocotilo en respuesta a sombra para cada mutante mediante la Prueba t de Student (p<0.05).
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2.4 Mecanismo de accion de HY5 y ABA como represores

independientes de la respuesta a sombra

2.4.1 Las senales retrégradas aumentan los niveles de HY5

Segln nuestros resultados, en nuestras condiciones experimentales HY5 actua como
represor de la elongacion del hipocotilo cuya actividad represora disminuye en
respuesta a sombra pero aumenta al bloquear la funcién de los cloroplastos. Para
investigar si su efecto represor esta regulado a nivel transcripcional, medimos los
niveles de transcrito de HY5 por PCR cuantitativa en plantas WT y hy5-2 crecidas
durante 7 dias en W y a continuacién expuestas a W+FR durante 1h, 4h y 8h (Figura
R2.25A). Nuestros resultados muestran que los niveles de transcrito de HY5 en el WT
varian muy poco en nuestras condiciones de sombra, mientras que como era de
esperar hy5-2 mantiene unos niveles de transcritos muy bajos. En presencia de NFZ
hay una induccidn significativa (p<0.05) de los niveles de transcrito de HY5 respecto a
las plantas crecidas sin inhibidor (Figura R2.25B), lo que es consistente con la
observacion que en medio con NFZ se reprime la respuesta de elongacion. Sin
embargo, no se observan diferencias en los niveles de transcritos de HY5 durante el
tratamiento de sombra (Figura R2.25B).

También determinamos los niveles de transcrito de HY5 en plantas WT con
tratamientos largos de sombra en presencia y ausencia de NFZ. Para ello, crecimos
plantas WT en presencia de concentraciones crecientes de NFZ durante 2 dias en Wy
después 5 dias en W o en W+FR (Figura R2.25C). A medida que incrementamos la
concentracion de inhibidor van aumentando los niveles de transcrito de HY5
independientemente del tratamiento de luz (Figura R2.25C), lo que sugiere que la
expresion del gen responde al bloqueo de los cloroplastos. Con este disefio
experimental tampoco se encontraron diferencias significativas en los niveles de
transcrito entre plantas expuestas a W o a W+FR (Figura R2.25C). Por ultimo
comparamos qué sucedia con los niveles de transcrito de HY5 en plantas WT crecidas
en presencia de otros inhibidores de la funciéon cloroplastidica (Figura R2.25D).
Observamos que, al igual que ocurria con NFZ, los niveles de transcritos de HY5 se
incrementan significativamente (p<0.05) en las muestras crecidas en presencia de FSM
o LIN, sin que existan diferencias en presencia o ausencia de sombra simulada (Figura
R2.25D).
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Figura R2.25 Niveles de transcritos de HY5 en presencia de sombra simulada y inhibidores.

A) PCR cuantitativa (qPCR) de los niveles de transcrito de HY5 en plantas WT y hy5-2 crecidas durante 7
dias en luz W y tratadas con W+FR durante 1, 4 y 8 horas. El gen UBC se utilizé como normalizador y se
muestran los niveles de transcrito normalizados al WT en W. Asi mismo se muestran las medias y el SE
correspondiente a 3 réplicas bioldgicas (n=3). B) PCR cuantitativa (qPCR) de los niveles de transcrito de
HY5 en plantas WT sembradas en presencia o ausencia de 5 uM de NFZ. Se crecieron durante 7 dias en
luz W y se trataron con W+FR durante 1 y 4 horas. Asi mismo se muestran las medias y el SE
correspondiente a 3 réplicas bioldgicas (n=3). C) PCR cuantitativa (qPCR) de los niveles de transcrito de
HY5 en plantas WT crecidas durante 2 dias en luz W y transferidas durante 5 dias en W+FR o W. Las
plantas se crecieron en ausencia o presencia de las concentraciones de NFZ descritas en la figura. D)
PCR cuantitativa (qPCR) de los niveles de transcrito de HY5 en plantas WT crecidas como en C y en
ausencia o presencia de 5 UM NFZ, 500 uM FSM o 1mM LIN. En Cy D se representan las medias de los
niveles de transcrito en W y W+FR relativos al WT en ausencia de inhibidor en W y el SE
correspondiente a 3 réplicas bioldgicas (n=3). Los asteriscos mostrarian las diferencias significativas en
los niveles de transcrito en respuesta a sombra para cada concentracién de inhibidor mediante la
Prueba t de Student (p<0.05).

Para evaluar la posibilidad de que la sombra regulase la localizacién o la estabilidad de
HY5 en lugar de su transcripcidn, generamos la construccidon 35S:HY5-GFP, donde se
fusiond HY5 a la proteina fluorescente GFP, y se transformé en fondo hy5-2. Las lineas
transgénicas obtenidas (35S:HY5-GFP [hy5-2]) complementan el fenotipo de hipocotilo
del mutante, indicando que la proteina HY5-GGP es funcional. HY5 tiene localizacion
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nuclear (Oyama et al. 1997), pero programas de localizaciéon de proteina
bioinformaticos (www.expasy.org) también predicen su localizacion en cloroplastos.
Para comprobar si el tratamiento con sombra y/o inhibidor (NFZ o LIN) afectaba la
localizaciéon de HY5-GFP, observamos por microscopia confocal plantas 35S5:HY5-GFP
[hy5-2] después de tratarlas con W o W+FR durante 5 dias y en presencia o ausencia
de inhibidores. Tal y como se puede observar en la (Figura R2.26) la proteina HY5-GFP
se localiza en el nucleo en todos los casos y no hay diferencias en su localizacion en
funcion del tratamiento de sombra o en funcién de la presencia o ausencia de
inhibidores.

O w
CT T \\/+FR

d0 d7

W+FR

35S: HY5-GFP [hy5-2]

NFZ

LIN

IlIE

Figura R2.26 Localizacion de HY5-GFP en presencia de sombra.

Imagenes de microscopia confocal obtenidas a partir de plantas 35S: HY5-GFP [hy5-2] sembradas en
ausencia o presencia de 5 uM o 1mM LIN. Se crecieron durante 2 dias en luz W y se transfirieron
durante 5 dias a W+FR o W. Pasado ese tiempo se realizaron 8 fotografias de cada condicion mediante
microscopia confocal. Se muestra la autofluorescéncia de la clorofila de los cloroplastos asi como la
fluorescencia de HY5-GFP.

A continuacién quisimos determinar si existia una estabilidad diferencial de la proteina
en funcién de las condiciones (ratio R/FR) de la luz. Para ello medimos la cantidad de
proteina HY5-GFP por western-blot en plantas crecidas durante 7 dias en W y tratadas
a diferentes tiempos con W+FR (0h, 3h, 8h, 24h) en presencia o ausencia de NFZ y LIN
(Figura R2.27).



RESULTADOS .

Oh
N Y _VX 3h
|
W+FR 3h
do d7 24h

LS

< 5 s £ = s 5
o o o o o o o o 24
R e T ¥ 4
= = 2 =2 = =2 =z = = = =2 =2
———— — — — — — — T — Gm— — —
- ' '-
= 0.8 - _— = 0.8 -
w 2 S 08 - S
z 2 071 25 55 ] 2507
v 3 0.6 1 T35 S
T o v o 06 4 v o 0.6
2 05 4 T ' To
§ < * c € 05 4 §.c 05
- @ - Q = . :9\_
g5 04 : 5204 - S £ 04
£a 93] S 203 - S£o03
£ ¢ 024 S 4 02 - € ¢ 02
c ' >
g2 %y o 01 1 Soo01
= TelsTe ] 0 =
wips3jseja w|3 8|24
)

Figura R2.27 Cuantificacion de HY5-GFP en presencia de sombra y inhibidores.

Niveles de proteina HY5-GFP (Panel superior). Plantas 35S: HY5-GFP [hy5-2] se crecieron durante 7 dias
en W en ausencia o presencia de 5uM NFZ o 1mM LIN y fueron transferidas posteriormente a W+FR
durante 3h, 8h, 24h. Se cargaron 25 ug de proteina total y se incub6 con a-GFP (1:1000). En el panel
inferior se muestra el coomassie. Se cuantificé la proteina HY5-GFP por Imagel utilizando la proteina
control indicada para normalizar los niveles de proteina. Las graficas muestran la media de la
cuantificaciéon de HY5 en referencia a la proteina control asi como el SE de 5 réplicas independientes en
el caso de las plantas sin inhibidor (n=5) y de 3 réplicas independientes en el caso de las plantas con
inhibidor (n=3). Los asteriscos muestran las diferencias significativas en los niveles de proteina en
respuesta a sombra para cada concentracidon de inhibidor mediante la Prueba t de Student (p<0.05).

Segun nuestros resultados en ausencia de inhibidores hay un incremento significativo
(p<0.05) en la cantidad de proteina a lo largo del tratamiento de sombra, mientras que
ello no ocurre tan claramente en presencia de NFZ o LIN. Sin embargo, en presencia de
NFZ y LIN se observan niveles mas elevados de proteina de forma basal
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(aproximadamente el doble que en medio sin inhibidores), de forma parecida a lo
observado con los niveles de transcrito de HY5 observados previamente (Figura
R2.25). Estos resultados confirman que el bloqueo del desarrollo de los cloroplastos
activa la expresion de HY5, lo que acaba generando mas proteina HY5. Dado que HY5
es un represor de la elongacion en respuesta a sombra tanto en plantas verdes (Figura
R2.13) como albinas (Figura R2.16), es previsible que la mayor acumulacion basal de
HY5 en plantas tratadas con NFZ o LIN aumente la capacidad de represidon de las
respuestas de elongacion.

24.2 HY5 se acumula en respuesta a sombra para regular la
expresion génica

La observacion que el tratamiento con sombra aumenta (en lugar de disminuir) los
niveles de HY5 en plantas verdes es contraintuitivo, ya que el SAS induce la elongacién
del hipocotilo. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la sombra también induce
reguladores positivos de la elongacion del hipocotilo (como los PIFs), y es el balance
final de reguladores negativos y positivos el que resulta en la respuesta observada.
Para estudiar si HY5 mantenia su funcién represora del alargamiento del hipocotilo por
sombra en plantas sin cloroplastos funcionales, analizamos los niveles de transcrito de
genes marcadores del SAS (HFR1) en plantas WT y hy5-2 crecidas durante 7 dias en luz
blanca y expuestas durante 1h a sombra simulada en presencia o ausencia de NFZ y
LIN (Figura R2.28). Tal y como se espera de un represor como HY5, observamos que la
induccion de la expresién de HFR1 en presencia de W+FR era mayor en el mutante
hy5-2. Ademas, esto ocurre tanto en plantas verdes como en plantas crecidas en
presencia de NFZ y, en menor medida, LIN, a pesar de que la respuesta a sombra en
estas condiciones esta muy disminuida (Figura R2.28). Estos resultados sugieren que
HY5 conserva su funcion en ausencia de cloroplastos funcionales.
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Figura R2.28 Respuesta molecular a sombra en presencia o ausencia de HY5 y en plantas tratadas con
inhibidores

PCR cuantitativa (QPCR) de los niveles de transcrito de HFR-1 en plantas WT y hy5-2 crecidas en 5uM de
NFZ, 1mM LIN o en ausencia de inhibidor durante 7 dias en luz W y tratadas con W+FR durante 1 hora.
Las barras muestran el ratio de los niveles de transcrito en luz W+FR vs. niveles de transcrito en W para
cada tiempo y inhibidor. Asi mismo se muestra el SE propagado del ratio de la SE en W+FR vs. la SE en W
correspondiente a cada tratamiento de 3 réplicas bioldgicas (n=3). Los asteriscos muestran las
diferencias significativas en los niveles de transcrito en respuesta a sombra para cada inhibidor
mediante la Prueba t de Student (p<0.05).

La funcién principal de un factor de transcripcion es unirse a sus promotores diana
para regular la expresién de los correspondientes genes. Una hipdtesis alternativa para
explicar por qué los niveles de HY5 aumentan en plantas verdes tras la exposicion a
W+FR es que la sombra podria inhibir la uniéon de HY5 a sus promotores diana,
causando de esta manera una menor actividad biolégica de la proteina y promoviendo
asi la elongacion celular. Con tal de evaluar esta posibilidad y determinar si hay una
mayor o menor unién de HY5 a sus promotores diana en funcion de las condiciones de
luz, se realizaron experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP). Crecimos
plantas 35S:HY5-GFP [hy5-2] durante 7 dias en W o 2 dias en W y 5 dias en W+FR, y
estudiamos la union de HY5 a promotores de genes previamente publicados en la
literatura como dianas directos de este factor de transcripcion (Figura R2.29). En
concreto, seleccionamos (1) genes que se sabe que son reprimidos directamente por
HY5 y que promueven el alargamiento del hipocotilo como inductores de la respuesta
a auxinas: HAT2 (HOMEBOX ARABIDOPSIS THALIANA 2) (Sawa et al. 2002; Sibout et al.
2006), EXP2 (EXPANSIN 2), XTH5 (ENDOTRANSGLUCO- SYLASE/HYDROLASE 5), XTH21
(ENDOTRANSGLUCO- SYLASE/HYDROLASE 21) (Xu et al. 2016; Lin et al. 2016); (2) genes
gue son activados por HY5 y que reprimen la respuesta a auxinas: IAA7 (AUXIN
RESISTANT 2 (AXR2)/INDOLE ACETIC ACID 7) (Cluis et al. 2004); y (3) genes relacionados
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con seiializacién retrégrada que son regulados positivamente por HY5: GUN5
(GENOMES UNCOPLED 5) (Toledo-Ortiz et al. 2014).
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Figura R2.29 ChIP de HY5-GFP en presencia de sombra y inhibidores.

Ensayo de inmunoprecipitacién de cromatina para determinar la unién diferencial de HY5 a sus
promotores diana HAT2, EXP2, IAA7, XTH5, XTH21 y GUN5. A) Se crecieron plantas 35S:HY5-GFP [hy5-2]
durante 2 dias en luz W y 5 dias en luz W o W+FR sin inhibidor. Las columnas representan la media y el
SE de 2 réplicas bioldgicas. B) Se sembraron plantas 355:HY5-GFP [hy5-2] con o sin 5uM de NFZ y se
crecieron durante 7 dias en luz W. Las columnas representan la media y el SE de 2 réplicas técnicas. C)
Se sembraron plantas 35S:HY5-GFP [hy5-2] con o sin 5uM de NFZ y se crecieron durante 2 dias en luz W
y 5 dias en luz W+FR. Las columnas representan la media y el SE de 2 réplicas técnicas. Tantoen A, By C
la inmunoprecipitacion se realizd6 mediante el anticuerpo a-GFP. Se realizé un control sin anticuerpo en
paralelo en cada caso. EIl ADN inmunoprecipitado se analiz6 mediante qPCR usando oligonucledtidos
especificos cubriendo los sitios de unién de HY5 en los genes testeados. Los resultados se representan
como el enriquecimiento de transcritos de cada gen después de normalizar respecto al imput y al
control sin anticuerpo. Los asteriscos muestran las diferencias significativas en la diferencia de unién
entre los dos tratamientos en respuesta a sombra mediante la Prueba t de Student (p<0.05).

Nuestros resultados muestran que HY5 se une diferencialmente a los promotores en
funcién de la presencia o ausencia de sombra. En concreto, presenta mas unidn en
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sombra de forma significativa (p<0.05) a los promotores de HAT2, EXP2, XTH21 y
GUNS5, mientras que no es tan claro en el caso de XTH5 o IAA7 (Figura R2.29A). Por lo
tanto, esto se correlaciona con la mayor acumulaciéon de HY5 en respuesta a sombra
observada en la Figura R2.27. Es por tanto posible que haya mas unién de HY5 a estos
promotores debido a que también hay un incremento en la cantidad de proteina, y no
tanto por una cuestion de afinidad. Sin embargo, la uniéon de HY5 a sus promotores
diana en medio suplementado con NFZ es similar a lo que ocurre en plantas crecidas
sin inhibidor y expuestas a W (Figura R2.29B), lo que no cuadra con los mayores
niveles de proteina HY5 detectada en plantas tratadas con inhibidor (Figura R2.27). Si
gue encontramos mas union de HY5 a sus promotores diana (HAT2, EXP2 y XTH21) en
plantas crecidas en sombra en presencia de NFZ respecto a las no tratadas con NFZ
(Figura R2.29C), indicando que HY5 parece tener mas actividad en presencia de
sombra e inhibidor. Estos resultados sugieren que la regulacién de la represion de la
elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra es compleja y multifactorial, y que
probablemente HY5 actla conjuntamente con otros actores regulando la respuesta. A
la vista de nuestros datos y en base a lo ya propuesto por otros autores, proponemos
que la sombra implica mecanismos de tipo “gas and brake” (aceleracién y freno),
induciendo tanto activadores como represores de la elongacién del hipocotilo. Si
aumentan los niveles de HY5 (por ejemplo, al tratar con NFZ), la balanza se inclina
hacia la represion y se inhibe la elongacién del hipocotilo.

2.4.3 Ni HY5 ni el ABA afectan a la percepcion de la sombra por
phyB

Al contrario de lo que ocurre en plantas WT verdes, en las plantas tratadas con NFZ o
LIN los niveles de proteina HY5 no aumentan en respuesta a sombra (Figura R2.27), lo
gue es consistente con nuestra observacion anterior de que la percepcion de sombra
medida por fitocromos es defectuosa en plantas tratadas con estos inhibidores (Figura
R2.11). Con tal de estudiar la posibilidad de que HY5 sea capaz a su vez de modular la
actividad del phyB, se introdujo la construccién 355:PHYB-GFP en fondo hy5-2 para
comparar la dinamica de inactivacion (localizacidon nuclear) de phyB-GFP en la linea
35S:PHYB-GFP [hy5-2] con la de plantas 35S:PHYB-GFP de fondo WT (Figura R2.11).
Crecimos plantas 35S:PHYB-GFP y 35S:PHYB-GFP [hy5-2] durante 7 dias en W en
presencia o ausencia de NFZ o LIN y las tratamos con un pulso de FR (Figura R2.30).
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Figura R2.30 Patron de inactivacion del phyB en ausencia de HY5 y en plantas tratadas con
inhibidores

Se crecieron plantas 35S:phyB-GFP [hy5-2] en presencia o ausencia de 5uM NFZ o 1mM LIN durante 7
dias en W a 22 °C. Posteriormente, se irradiaron durante 5 minutos con FR y se realizaron fotografias
sucesivas mediante microscopia confocal de la regién apical del hipocotilo en presencia de oscuridad a
10, 20, 30 y 40 minutos de un total de 10 muestras por cada punto (n=10). Se presentan fotografias
representativas de cada punto.

A continuacion capturamos imagenes en oscuridad a diferentes tiempos y clasificamos
la localizacion de phyB-GFP en los nucleos de la misma manera que lo realizamos en la
Figura R2.11. Nuestros resultados muestran que la ausencia de HY5 no altera la
dindmica de inactivacion de phyB-GFP en respuesta a FR (Figura R2.31). Tanto en
fondo WT como en fondo hy5-2 la localizacion de phyB-GFP es similar en plantas
verdes y en ambos fondos el tratamiento con inhibidores inhibe su inactivacion de
forma similar. Por lo tanto, nuestros datos permiten concluir que HY5 no afecta a la
actividad del phyB de forma significativa.
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Figura R2.31 Resultados cuantitativos de la inactivacion del phyB en ausencia de HY5 y en plantas
tratadas con inhibidores

Plantas 35S:phyB-GFP [hy5-2] se trataron segun la Figura R2.30 y se realizaron fotografias en oscuridad
mediante microscopia confocal en los tiempos indicados. Posteriormente, se clasificd el estado de
actividad de los nucleos como en la Figura R2.10. En las gréficas se representa el % de nucleos de un
total de 90 nucleos contabilizados por cada punto de tiempo y condicién pertenecientes a 10 muestras
bioldgicas independientes (n=10). También se muestran las graficas de la Figura R2.11 a modo
comparativo.

Debido a que el ABA es un potente inhibidor de la respuesta a sombra, quisimos
caracterizar si la actividad de phyB se altera en presencia de ABA. Para ello sembramos
plantas 35S:PHYB-GFP durante 7 dias en luz W en presencia o ausencia de ABA, y en
presencia o ausencia de NFZ y LIN. Pasado este tiempo realizamos fotografias
mediante microscopia confocal y contabilizamos los nucleos en funcién de su
actividad, tal y como se describe en el pdrrafo anterior. Segln nuestros resultados
(Figura R2.32) el ABA parece no afectar a la actividad del phyB, ya que no se observan
grandes cambios en la distribucidon nuclear de phyB-GFP entre muestras tratadas o no
con la hormona. Por lo tanto la represién de la elongacion del hipocotilo en respuesta
a sombra por parte de ABA no se debe a una interferencia con la percepcién de la
sefial sino que seguramente ocurre aguas abajo de la respuesta del fitocromo.
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Figura R2.32 Respuesta molecular a sombra en presencia o ausencia de HY5 y en plantas tratadas con
inhibidores
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Imagenes de microscopia confocal a partir de plantas 35S:phyB-GFP en presencia o ausencia de 0.02 uM
de ABA y presencia o ausencia de 5uM de NFZ, ImM LIN crecidas durante 7 dias en W. Se muestran
imagenes de 35S:phyB-GFP de la region apical del hipocotilo superpuestas con la autofluorescencia de
los cloroplastos. Posteriormente, se clasificé el estado de actividad de los nucleos como en la Figura
R2.11. En las gréficas se representa el % de nucleos de un total de 80 nucleos contabilizados por cada
punto de tiempo y condicién pertenecientes a 8 muestras bioldgicas independientes (n=8).
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1. La sombra regula la sintesis de carotenoides mediante

vias primarias de senalizacién luminica.

Durante las respuestas adaptativas relacionadas con luz, la planta necesita compensar
su metabolismo para responder de forma optima a su entorno. Como respuesta
fisioldgica, la sintesis de carotenoides consume energia en la planta, con lo que tiene
gue estar altamente regulada en funcidén de las prioridades de la planta. Asi, en
elevadas intensidades luminicas o cuando plantas crecidas en oscuridad son
iluminadas por primera vez (tal y como ocurre durante la desetiolaciéon) hay una
induccion de la sintesis de carotenoides para proteger a los cloroplastos de la
fotooxidacion (Toledo-Ortiz et al. 2010). Sin embargo, en condiciones de sombra
disminuye la radiacion incidente y la sintesis de carotenoides se reprime con tal de
economizar energéticamente y asi potenciar otras respuestas adaptativas como la
elongacion del hipocotilo.

1.1 PIFq (pero no PIF7) reprimen la biosintesis de carotenoides

en respuesta a sombra.

Nuestros resultados muestran que el tratamiento con sombra simulada (W+FR)
produce una disminucion en la sintesis de carotenoides en plantas WT (Figura R1.1A,
B), tal y como se demostro previamente (Roig-Villanova et al. 2007). Esta disminucién
es detectable a tan solo 12h después de la exposiciéon a sombra (Figura R1.1E). Esto
demuestra que la regulacion de los niveles de carotenoides durante el SAS sucede con
relativa rapidez, aunque mas lentamente que durante la desetiolacion (Toledo-Ortiz et
al. 2010), sugiriendo que la agilidad en la regulacion de la biosintesis de carotenoides
es importante para la adaptacion de la planta a fluctuaciones luminicas. Debido a que
la represion en la sintesis de carotenoides (durante el SAS) o su induccién (durante la
desetiolacién) ha de ser agil, tiene sentido que estén regulados directamente por PIFs.
Observamos que el mutante pifg no mostraba una disminucidon en la sintesis de
carotenoides ni en tratamientos largos de sombra (dias) ni cortos (horas), mientras
gue el mutante pif7-2 conservaba el mismo comportamiento que el WT (Figura
R1.A,C,E). A su vez, la presencia de elevado contenido de carotenoides del mutante
pifqg en comparacion con el WT es consistente con el rol propuesto para las proteinas
PIFg como represoras de la biosintesis de carotenoides (Toledo-Ortiz et al. 2010;
Toledo-Ortiz et al. 2014). El fenotipo de los mutantes indica que la actividad de los PIFs
fotosensibles se requiere para reprimir la acumulacién de carotenoides en presencia
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de bajos ratios R/FR, mientras que PIF7 que es fotoestable, no parece estar implicado
en esta represion.

De forma consistente con observaciones anteriores de nuestro laboratorio (Toledo-
Ortiz et al. 2010), hemos observado que los niveles de transcritos de PSY también
disminuyen en el WT 12h después de la exposicién a sombra (Figura R1.D). Lo mismo
ocurre con el mutante pif7-2. En cambio el mutante pifg (que muestra niveles
constitutivamente mayores de transcritos de PSY tal y como habia anticipado (Toledo-
Ortiz et al. 2010)) muestra un incremento en los niveles de PSY en tan solo 1h tras la
exposicion a W+FR seguido de una disminucién de transcritos de PSY hasta llegar a
alcanzar los niveles presentes en el WT al cabo de 8h (Figura R1.D). Este hecho
contrasta con la ausencia de cambios en el nivel de carotenoides observados al
exponer a sombra plantas pifg. Una posible explicacidon podria ser que la proteina PSY
sea mas estable (por ejemplo, porque su degradacion sea mds lenta) en ausencia de las
proteinas PIFq. Otra posibilidad seria que la elevada actividad de PIFg en las plantas
WT que crecen en ratios bajos de R/FR, puede acabar resultando en una acumulacion
reducida de carotenoides de manera independiente a PSY. Consistentemente, las
proteinas PIFq actuan como represoras del desarrollo de los cloroplastos y de sus
estructuras fotosintéticas (Leivar et al. 2008a; Leivar & Quail 2011; Zhang et al. 2013b),
induciendo asi una disminucion en la capacidad de almacenaje de los carotenoides.
Con estos experimentos, concluimos que las proteinas PIFg pero no PIF7 reprimen la
expresion de PSY en los primeros estadios de la respuesta a sombra, mientras que a
mas largo plazo se da una represidn en la cantidad de carotenoides por mecanismos
gue no requieren necesariamente del control de la expresion de PSY.

1.2 HY5 no regula la biosintesis de carotenoides en respuesta

a sombra.

Las respuestas del SAS se regulan de forma precisa mediante un equilibrio entre
activadores y represores (Martinez-Garcia et al. 2010; Franklin 2008; Casal 2013). HY5
actua como antagonista de los PIFs en un gran numero de respuestas fisiolégicas,
incluyendo la induccidon por luz de la elongacion del hipocotilo y la biosintesis de
carotenoides (Kami et al. 2010; Lau & Deng 2010; Leivar & Quail 2011; Chen et al.
2013; Toledo-Ortiz et al. 2014). Consistentemente, segin nuestros resultados el
mutante hy5-2 presenta unos niveles constitutivamente menores de carotenoides que
el WT. Sin embargo, la disminucidon en la sintesis de carotenoides durante el SAS
ocurre de forma similar en plantas WT y hy5-2 (Figura R1.2B). Este mutante también
tiene un fenotipo WT en cuanto a la disminucién en los niveles de transcritos de PSY
durante el tratamiento de sombra (Figura R1.2A). Segun Ciolfi et al. 2013 HY5 forma
parte de la respuesta tardia a sombra, ya que el correspondiente gen se encuentra
inducido sutilmente tras varias horas de exposicion a sombra (Figuras R1. 2C y R2.
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28A). Nuestros resultados indica que si bien HY5 esta implicado en la regulacion de PSY
y la carotenogénesis junto con los PIFs durante la desetiolacidon (Toledo-Ortiz et al.
2010), esto no parece ocurrir durante el SAS. Este es un ejemplo de cémo un mismo
proceso, la regulacién de la biosintesis de carotenoides, requiere de diferentes
protagonistas dependiendo de la respuesta adaptativa desencadenada.

1.3 PAR1 es un regulador positivo de la sintesis de

carotenoides mediante su interaccion con PIFs

Tanto PAR1 como HFR1 actian como antagonistas de los PIFs en respuestas
relacionadas con la elongacién del hipocotilo durante el SAS (Sessa et al. 2005; Roig-
Villanova et al. 2006b; Hornitschek et al. 2009). Ademdas se ha comprobado su
capacidad de heterodimerizar con factores de transcripcion tipo bHLH verdaderos
como los PIFs, evitando de esta manera su unién a promotores (Hornitschek et al.
2009; Galstyan et al. 2011; Hao et al. 2012; Cifuentes-Esquivel et al. 2013; Shi et al.
2013). Tanto PAR1 como HFR1 estan codificados por genes que se activan en respuesta
a un bajo ratio R/FR (Hao et al. 2012; Galstyan et al. 2011). En nuestro caso,
observamos su induccién tan solo 1h después de la exposiciéon a W+FR (Bou-Torrent,
Toledo-Ortiz & Ortiz-Alcaide 2015) a diferencia de HY5, cuya respuesta es mas tardia y
su aumento no es significativo en nuestras condiciones luminicas (Figuras R1.2C y
R2.25A) (Ciolfi et al. 2013). Dado que no se observan diferencias en los niveles de
carotenoides en la linea sobreexpresora de la version truncada de HFR1-GFP (Galstyan
et al. 2011) en comparacién a la linea WT (Figura R1.3A), podemos concluir que HFR1
no estd implicado en la regulacién de la biosintesis de carotenoides. En el caso de
PAR1, hay grandes similitudes entre el comportamiento de la linea sobreexpresora
PAR1-GFP (Roig-Villanova et al. 2007) y el mutante pifg tanto en la cinética del perfil de
carotenoides, como en la cinética del perfil de transcritos PSY durante el tratamiento
en W+FR (comparar Figuras R1.1 con R1.3). Ademas, si bien la expresion de PAR1 se
induce de forma rapida como HFR1, tiene un maximo de expresién al cabo de tan solo
1h después de la exposicion a W+FR (Bou-Torrent, Toledo-Ortiz & Ortiz-Alcaide 2015)
recordando a la cinética de respuesta a sombra del gen PSY en el mutante pifqg (Figura
R1.1D). Estos resultados apoyan la conclusion de que las proteinas PAR1 y PIFq
contribuyen de forma antagonista a la regulacién de la acumulacién de carotenoides
tanto en condiciones luminicas normales (alto R/FR) como en respuesta a sombra. Sin
embargo, este efecto antagonista no ocurre en oscuridad, donde los niveles de
pigmentos en plantas sobreexpresoras PAR1-GFP son muy similares al WT (Bou-
Torrent, Toledo-Ortiz & Ortiz-Alcaide 2015) mientras que en los mutantes pifqg los
niveles estan aumentados (Toledo-Ortiz et al. 2010). Una posible explicacidon de esto,
es que PAR1-GFP a diferencia de las proteinas PIFq, se degrada en oscuridad via COP-1
(Zhou et al. 2014).
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Estudios anteriores de nuestro laboratorio han reportado que PIF1 es un represor de la
expresion de PSY (Toledo-Ortiz et al. 2010) y que PAR1 previene la unién de PIF1 al
promotor de este gen, impidiendo su actividad transcripcional (Bou-Torrent, Toledo-
Ortiz & Ortiz-Alcaide 2015). PIF1 interacciona tanto con HFR1 como PAR1 pero solo
PAR1 tiene un efecto en la regulacién de la sintesis de carotenoides. Esto sugiere que
los médulos HFR1-PIF1 y PAR1-PIF1 regulan respuestas fisioldgicas especificas dentro
del SAS (por ejemplo la sintesis de carotenoides en el caso de PAR1-PIF1) pero que en
ocasiones corregulan respuestas comunes (por ejemplo la elongacién del hipocotilo).
También es posible que la interaccion de HFR1 o PAR1 con otros factores de
transcripcion tipo bHLH proporcione especificidad en la regulacién molecular de otras
respuestas fisioldgicas dentro del SAS.

1.4 PAR1 interacciona con otros factores de transcripcion para

regular la biosintesis de carotenoides en sombra

En un cribado por Y2H (Cifuentes-Esquivel et al. 2013) se encontraron 28 proteinas
interactoras de PAR1 que correspondian a 8 de las 12 subfamilias descritas de bHLH
(Bou-Torrent, Toledo-Ortiz &Ortiz-Alcaide 2015). Estudios previos han demostrado a
nivel experimental la interaccion de PAR1 con los miembros de las subfamilias VIII (PIFs
y HFR1), VIII (PAR1 y PAR2), y XIl (BRASSINOSTEROID ENHANCED EXPRESSION1 [BEE1],
BEE2, and BEE3), entre otras (Carretero-Paulet et al. 2010; Hao et al. 2012; Cifuentes-
Esquivel et al. 2013). Aunque PAR1 parece presentar una gran versatilidad en su
capacidad de heterodimerizacion con diferentes proteinas de la familia bHLH,
podemos deducir una cierta preferencia por proteinas de la subfamilia XIl por dos
observaciones. La primera es que la mayor parte de los miembros de esta subfamilia
(12 de 16) se encontraron como interactores de PAR1 en el cribado de Y2H (Bou-
Torrent, Toledo-Ortiz & Ortiz-Alcaide 2015). La segunda es que el nimero de clones
aislados por Y2H fue mayor para los miembros de esta subfamilia. Por el contrario,
HFR1 parece unirse preferentemente a PIFs (es decir, miembros de su propia
subfamilia) (Bou-Torrent, Toledo-Ortiz & Ortiz-Alcaide 2015).

La mayor promiscuidad de PAR1 para unirse con bHLHs de distintas subfamilias sugiere
gue el impacto sobre la expresiéon de PSY y la acumulacién de carotenoides causada
por el aumento de los niveles de PAR1 (pero no por HFR1) podria estar mediada por
factores de transcripciéon bHLH no-PIF que interaccionan con PAR1 pero no con HFR1.
En concordancia con esta conclusion, observamos un pico en la expresion del gen
PAR1 tempranamente (1h) después del tratamiento con W+FR que coincide con una
induccion similar del nivel de transcritos de PSY en ausencia de PIFg (Bou-Torrent,
Toledo-Ortiz & Ortiz-Alcaide 2015). Este hecho nos hizo pensar en la posibilidad de la
existencia de otros participantes en la represion de PSY a parte de los PIFs.
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Para identificar otros represores transcripcionales involucrados en la regulacién de la
expresion de PSY junto con PAR1 nos focalizamos en los genes de la subfamilia XIl que
se inducen rapidamente en presencia de bajo R/FR. Analisis de microarrays mostraron
gue la expresion de varios interactores de PAR1 cambiaba en respuesta al tratamiento
de sombra. En concreto, ademas de BHLH044/BEE1 (At1g18400), BHLH0O58/BEE2
(At4g36540), y BHLHO50/BEE3 (At1g73830), también cambiaba la expresion de
BHLHO60 (At3g57800), BHLH062 (At3g07340), BHLHO064 (At2g18300), BHLHO74
(At1g10120), y BHLH0O78 (At5g48560) (Carabelli et al. 2007; Ciolfi et al. 2013a; Franklin
& Whitelam 2007; Tao et al. 2008). De estas proteinas interactoras de PAR1 buscamos
mutantes knock-out que mostraran cambios en los niveles de transcritos de PSY, con
tal de encontrar aquellas proteinas implicadas en la regulacidén de PSY y por tanto en la
sintesis de carotenoides. Segun nuestros resultados tanto el mutante bHLH78 como el
mutante bHLH60 presentan cambios en los transcritos de PSY (Figuras R1.4 y R1.5). En
ambos casos podemos observar que los niveles de transcritos de PSY estan
incrementados en W respecto a las plantas WT, como se espera en el caso de
represores transcripcionales. En el mutante bHLH78 encontramos niveles de transcrito
hasta 2.5 veces mds elevados en plantas adultas, lo que hace pensar que las plantas
adultas pueden tener mecanismos mucho mas bruscos en la compensacion de los
niveles de carotenoides que las plantulas jovenes (Figura R1.4D). De hecho, estudios
previos han demostrado que existen diferencias entre el funcionamiento de los
mecanismos de fotoproteccién entre plantas de diferente edad (Bonfils et al. 2000).
Por ejemplo el ciclo de las xantofilas es utilizado como mecanismo de fotoproteccion
de forma preferente en hojas maduras, pero en cambio su importancia no parece ser
tan relevante en hojas jévenes, que podrian utilizar otros mecanismos compensatorios
(Bonfils et al. 2000). En ambos mutantes observamos ademas que el tratamiento de
sombra provoca una disminucion en los niveles de transcritos de PSY hasta alcanzar los
mismos niveles que en el WT (Figura R1.4C), lo que nos recuerda al fenotipo del
mutante pifq (Figura R1.1D). Estos resultados nos sugieren que las proteinas BHLH78 y
BHLH60 actuan como represoras de la transcripcidon de PSY en condiciones de luz W, y
qgue estarian implicadas en el control de la transcripcién de PSY de forma similar a
como lo hace PIFg.

Al contrario que lo observado para los niveles de PSY, el contenido de carotenoides
mostré comportamientos distintos en ambos mutantes. El mutante bHLH78 tiene unos
niveles de carotenoides menores al WT (Figura R1.4A, B), que no se corresponderia
con la mayor induccién de PSY. Esto podria ser debido a multiples causas, entre ellas
gue BHLH78 promueva la estabilidad de los transcritos o de la proteina PSY, o bien que
promueva el almacenaje y estabilidad de los carotenoides. De hecho, en el caso de
este mutante el incremento en la cantidad de transcritos de PSY podria ser una
consecuencia indirecta de la poca estabilidad de PSY o de los carotenoides, en lugar de
ser una consecuencia directa de la pérdida de funcion de un regulador negativo
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directo. Por otra parte, el mutante bHLH60 presenta una mayor cantidad de
carotenoides que el WT, y ademas este contenido de carotenoides no presenta
cambios significativos después del tratamiento con W+FR (Figura R1.5). Estas
caracteristicas son similares al fenotipo de pifqg (Figura R1.1), lo que sugiere que
BHLH60 podria tener un rol represor muy similar a PIFg en la regulacién de la sintesis
de carotenoides. Cuando observamos otras respuestas asociadas al SAS, como la
elongacion del hipocotilo, tanto el mutante bHLH78 como bHLH60 presentan una
respuesta menor que el WT (Figuras R1.4E y R1.5D), siendo esta represién mucho mas
evidente en el caso de bHLH60. Esto confirmaria la diferente funcionalidad de las
proteinas BHLH78 y BHLH60 en la respuesta a sombra, cuantificada tanto como la
represion de la biosintesis de carotenoides como en induccién de la elongacién del
hipocotilo.

El fenotipo del mutante bHLH60 (Figura R1.5A) es muy similar al fenotipo observado
en las lineas sobreexpresoras de PAR1 o PAR2 (Roig-Villanova et al. 2007; Hao et al.
2012). Ademas de presentar un fenotipo enano, estas lineas también presentan una
mayor acumulacion de carotenoides y una mayor represion de la elongacion del
hipocotilo (Roig-Villanova et al. 2007). Esto podria indicar que BHLH60 estd implicada
en la respuesta a sombra mediada por PAR1. A su vez, el fenotipo de las plantas que
sobreexpresan PAR1 o que carecen de BHLH60 recuerda al de mutantes deficientes en
la sintesis, percepcion, o transduccién de sefial de brasinoesteroides, como el del
mutante para el gen BRASSINOESTEROID INSENSITIVE 1 (bri-1), que funciona como
receptor de los brasinélidos y por tanto es esencial para la via de transduccién de sefial
dependiente de estas hormonas (Clouse et al. 1996; Arch et al. 2001). Existen multiples
pruebas del rol de PAR1 en la sefializacién de brasinoesteroides. Mediante el analisis
global de perfiles de transcritos de plantas WT y lineas sobreexpresoras de PAR1 se
identificaron como dianas directas de PAR1 genes relacionados con la respuesta a
auxinas y brasinoesteroides como SMALL AUXIN UPREGULATED 68 (SAUR68), que se
encuentra sobreregulado en presencia de auxinas y/o brasinoestreroides (Goda et al.
2004). Ademds, PAR1 puede corregular junto a PIF4 la expresion del gen
PACLOBUTRAZOL RESISTANCE1 (PRE1) (Hao et al. 2012), que codifica para otra
proteina bHLH sin dominio de unidon a DNA implicada en la via de sefializacién de
giberelinas y de brasinoesteroides (Wang et al. 2009; Zhang et al. 2009). PAR1 puede
asimismo interaccionar con otras bHLH también pertenecientes a la subfamilias XII
(BEE1, 2y 3) y V (BES 1-INTERACTING MYC-LIKE1, BIM1) implicadas en la regulacion de
la respuesta de brasinoesteroides (Cifuentes-Esquivel et al. 2013). Los mutantes
deficientes en estas proteinas presentan un fenotipo similar al mutante bHLH60,
incluida una induccién atenuada de la elongacién del hipocotilo en sombra (Cifuentes-
Esquivel et al. 2013). En conjunto, nuestros resultados sugieren que PAR1 es un
antagonista de BHLH60 y que ambos podrian actuar como un modulo de regulacién en
la integracidn de las sefiales provenientes de los fitocromos con las vias de sefializaciéon
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hormonal implicada en la respuesta de brasinoesteroides. La implicacion de los
brasinosteroides en la regulacién de la carotenogénesis no ha sido aun estudiada.

1.5 Un modelo para la regulacion de la sintesis de

carotenoides en respuesta a sombra

Poco después de la percepcion de luz enriquecida en FR, las plantulas de Arabidopsis
reprimen la produccién de carotenoides. La percepcién de la sefial de sombra induce la
actividad de los PIFs (mediante la acumulacién de las proteinas PIFq y la
defosforilacion de PIF7), que son inductores de algunas respuestas SAS, incluyendo la
elongacion del hipocotilo (Leivar et al. 2012b; Li et al. 2012; Lorrain et al. 2008).
Nuestros datos muestran que las proteinas PIFq (pero no PIF7) son ademas represoras
de la expresidon de PSY y de la biosintesis de carotenoides (Figura R1.1). Ademas de la
estimulacion de la actividad de los PIFs y de otros activadores del SAS, la percepcidn de
un bajo ratio R/FR resulta en una fuerte sobreregulacién de genes que codifican para
antagonistas (represores) del SAS, entre los que se incluyen los cofactores de
transcripcion PAR1 y HFR1 (Sessa et al. 2005; Roig-Villanova et al. 2006; Roig-Villanova
et al. 2007; Hornitschek et al. 2009).

Segun nuestros resultados, HFR1 no parece regular la expresién de PSY o la sintesis de
carotenoides (Figura R1.3A) (Bou-Torrent, Toledo-Ortiz & Ortiz-Alcaide 2015). Por el
contrario PAR1 promueve la biosintesis de carotenoides y directamente induce la
expresion de PSY (Figura R1.3), formando heterodimeros no funcionales con proteinas
PIFg como PIF1 (Bou-Torrent, Toledo-Ortiz & Ortiz-Alcaide 2015) (Figura D.1).
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Figura D.1 Modelo propuesto para la regulacién directa de la expresion del gen PSY mediante PIF1 y

PARL. PIF1 es inestable en luz W, que posee un ratio R/FR elevado. En cambio, en presencia de sombra
(bajo ratio R/FR) es capaz de acumularse y unirse al promotor de PSY para reprimirlo. La sombra
también induce la acumulacion de PAR1, que es capaz de capturar a PIF1 y evitar que se una al
promotor de PSY. De esta forma se implementa un mecanismo de “acelerador y freno” donde el
equilibrio dindmico entre las concentraciones de estos dos factores decide la intensidad y el
mantenimiento (o no) de procesos asociados a la respuesta a sombra, como la acumulacion de
carotenoides.
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De forma similar, nuestros resultados sugieren que miembros de la subfamilia XIl como
BHLH78 y BHLH60 (cuya expresion también se induce por sombra) son capaces de
formar heterodimeros con PAR1, compitiendo con PIFq en la regulacién tanto de la
elongacion del hipocotilo como de la expresion de PSY (Figuras R1.4 y R1.5). La
induccion rapida y transitoria de la expresion de PAR1 que tiene lugar después de la
exposiciéon a sombra simulada puede actuar como un mecanismo de prevencion de
una excesiva reduccién de la produccién de carotenoides via la regulacion de la
expresion de PSY, haciendo posible que la planta pueda reaccionar de forma rdpida en
cuanto la sefial de sombra desaparece. En el caso de que persista la sombra, la
acumulacién de carotenoides disminuye independientemente de la expresién de PSY
(Figura R1.1).

Nuestros resultados sugieren que el moddulo antagonista PIFg-HY5, previamente
descrito como controlador de la expresidon de PSY y la sintesis de carotenoides en
respuesta a temperatura y luz (Toledo-Ortiz et al. 2014), no es relevante durante el
SAS. Consistentemente, PAR1 y HY5 también actudan en rutas diferentes para inhibir la
elongacidon del hipocotilo bajo diferentes condiciones luminicas (Zhou et al. 2014). En
su lugar, médulos especificos de miembros de la familia bHLH parecen controlar
diferentes sets de respuestas asociadas al SAS. Asi, PIF7 y HFR1 estan implicados en la
regulacién de la elongacién del hipocotilo en presencia de sombra (Sessa et al. 2005; Li
et al. 2012) pero no tienen un rol en la regulacién de la biosintesis de carotenoides,
mientras que PIFq y PAR1 regulan ambas respuestas (Figura D.2). Por otro lado, los
componentes individuales de estos mddulos de regulacidn no siempre regulan la
biosintesis de carotenoides en otros estadios de desarrollo o diferentes estimulos. En
el caso del médulo PIFg-PAR1, por ejemplo, PAR1 no parece controlar la produccion de
carotenoides en semillas etioladas (Bou-Torrent, Toledo-Ortiz & Ortiz-Alcaide 2015),
mientras que la acumulacién de transcrito de PSY que tiene lugar en las raices de
Arabidopsis expuestas a estrés salino, no parece requerir la actividad de las proteinas
PIFq (Ruiz-Sola et al. 2014). La falta de correlacién entre la regulacion de la elongacién
del hipocotilo en presencia de sombra y la iniciacion de la floracion (otra respuesta del
SAS) en mas de 100 ecotipos de Arabidopsis (Botto & Smith 2002), sirvido de previo
apoyo a la conclusion de que diferentes vias de sefializaciéon controlan distintas
respuestas a sombra (Martinez-Garcia et al. 2010). Sin embargo, los resultados
presentados aqui, van un paso mas allda mostrando la coexistencia entre diferentes vias
de sefializacion controlando diferentes respuestas (elongacion del hipocotilo o
acumulacién de carotenoides) en el mismo estadio de desarrollo.
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Figura D.2 Un modelo de mdédulos antagonistas para regular dos respuestas del SAS: elongacién del
hipocotilo y biosintesis de carotenoides.

El tratamiento de sombra aumenta rdpidamente la actividad de las proteinas PIFq y PIF7 y la expresion
de genes que codifican proteinas de la familia bHLH como HFR1, PAR1, y varios miembros de la
subfamilia XII. Los mdédulos de activacion y represidon formados por estos factores inducen después la
expresion de genes necesarios para la elongacién y reprimen genes implicados en la acumulacién de
carotenoides (incluyendo PSY).

También hemos mostrado que, ademas de con las proteinas PIFg, PAR1 puede formar
maodulos reguladores con otras bHLHs represoras de la expresion de PSY y la biosintesis
de carotenoides. El hallazgo de estos nuevos represores de la carotenogénesis, asi
como los trabajos futuros encargados de profundizar en el mecanismo de regulacién
de la biosintesis de carotenoides bajo diferentes condiciones ambientales, servira para
comprender mejor como las plantas controlan la produccién de estos metabolitos
esenciales y para manipular los perfiles de carotenoides de determinados tejidos en
respuesta a tratamientos especificos, mejorando asi el valor nutricional o industrial de
plantas de interés.

2. Los carotenoides generan sehales retrégradas que

reprimen la respuesta a sombra

El SAS es una respuesta adaptativa que determina la supervivencia de la planta en
ambientes con elevada densidad vegetal, tal y como ocurre bajo un dosel arbéreo o en
cultivos de alta concentracién. Sin embargo, se desconoce si el estado metabdlico de
los cloroplastos (incluyendo los niveles de carotenoides) modula la respuesta a
sombra. En este capitulo discutiremos la importancia de mantener niveles adecuados
de carotenoides (y en concreto de sus derivados oxidativos) para una correcta
regulacion de la respuesta a sombra estimada como la elongacién del hipocotilo en
plantas expuestas a W+FR.

103




2.1 La respuesta a sombra requiere de cloroplastos

fotosintéticamente activos

La aplicacién de diferentes inhibidores que interfieren con el desarrollo y la actividad
fotosintética de los cloroplastos y que tienen como diana diferentes procesos como la
sintesis de proteinas codificadas por el plastoma (LIN, CAP) o la sintesis de
isoprenoides plastidicos en general (FSM, CLM) o carotenoides en particular (NFZ,
CPTA) reprime la respuesta a sombra a nivel del alargamiento del hipocotilo (Figura
R2.3, R2.14). A nivel molecular, también se observa una respuesta alterada en funcién
del marcador utilizado, tanto en tratamientos de corta como de larga exposicion a
sombra. Asi podemos observar dos perfiles en cuanto a la expresion de genes que
responden a sombra: o bien una represién de la respuesta (HFR1, YUCS8, PSY o PAR1), o
bien un desfase en la induccion de la respuesta (PIL1) (Figuras R2.4 y R2.5). También
observamos el mismo efecto en la respuesta del hipocotilo de mutantes especificos de
la via del MEP (dxs-1, hdr-1) y de la ruta de sintesis de carotenoides (psy-1), que
muestran un fenotipo albino y una represién de la elongacion del hipocotilo en
respuesta a sombra (Figura R2.6). Estos resultados indican que el mantenimiento de
las funciones fotosintéticas en los cloroplastos es fundamental para una respuesta
normal a sombra.

Multiples estudios han desvelado que tanto en presencia de LIN como de NFZ, el
cloroplasto es capaz de generar una bateria de sefiales retrégradas que inducen una
inhibicién de genes necesarios para la fotosintesis (PhANGs) en plantas WT (Larkin &
Ruckle 2008; Ruckle et al. 2007). Y cada vez hay mads ejemplos de cémo estas sefales
retrogradas son capaces de converger con rutas de sefializacién luminica (Ruckle et al.
2007; Larkin & Ruckle 2008; Ruckle & Larkin 2009; Martin et al. 2016; Petrillo et al.
2014). Un estudio reciente (Martin et al. 2016) mostrd que plantas tratadas con LIN o
NFZ son incapaces de completar una correcta desetiolacion. El mecanismo implicado
depende de PIFs, que actian como antagonistas de una sefal retrégrada que induce a
GLK1, un factor de transcripcién implicado en la fotomorfogénesis (Martin et al. 2016).
También se ha estudiado la importancia de los cloroplastos para regular la adaptacion
de la planta a la transicion luminica entre luz y oscuridad (Petrillo et al. 2014).
Mediante la utilizacién de inhibidores de la cadena electrénica del cloroplasto,
determinaron que el pool de plastoquinonas (otro tipo de isoprenoides plastidicos,
como los isoprenoides) modula mecanismos de splicing durante la transicidn
luz/oscuridad. El paso de plantas de oscuridad a luz induce procesos de splicing
alternativo y cambios en genes relacionados con el procesamiento del RNA, pero el
estudio no muestra diferencias de splicing en presencia de diferentes calidades de luz
como rojo y azul (Petrillo et al. 2014). Por otro lado, aunque cryl y GUN1 son
responsables mayoritarios de la represién de Lhcb cuando la biogénesis del cloroplasto
esta blogueada en luz azul, la represion en luz blanca parece mas compleja (Larkin &
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Ruckle 2008). En el espectro de luz blanca hay una mayor cantidad de luz R pero
convergen diferentes calidades luminicas, cada una detectada por diferentes
fotorreceptores. El estudio de mutantes phyB (impedidos en la percepcidon de R) y
phyA (impedidos en la percepcién de FR) ha permitido concluir que mientras que phyA
se comporta como un regulador positivo de LHCB en plantulas tratadas con LIN cuando
GUNL1 es inactivo, phyB actia como un regulador negativo de LHCB en fondo guni-1.
Esto parece indicar que el phyB contribuye a la represién de LHCB cuando la biogénesis
del cloroplasto esta bloqueada en luz enriquecida en R, pero aun se desconoce el
mecanismo por el cual GUN1, cryl y phyB reprimen a LHCB (Larkin & Ruckle 2008).

2.2 Los cloroplastos disfuncionales modulan la percepcién y la

senalizacion de luz via fitocromos

Con tal de descartar la posibilidad de que la respuesta a sombra se encuentre
comprometida por la ausencia de capacidad fotosintética en plantas albinas (ya sea en
plantas WT crecidas en presencia de inhibidores o en mutantes), se realizaron varios
experimentos (Figuras R2.7 y R2.8). Como resultado se pudo ver que tanto en
presencia de hormonas como en presencia de oscuridad las plantas conservaban su
capacidad de elongacién. Este resultado resulta comparable al obtenido en (Martin et
al. 2016), donde plantas tratadas con LIN y crecidas en oscuridad mantuvieron la
capacidad de alargarse. En este caso se observa una sutil disminucion en la elongacién
del hipocotilo en las plantas tratadas con LIN respecto a las sin tratar, pero no resulta
significativa, tal y como sucede en nuestro caso en presencia de NFZ y oscuridad
(Figura R2.8). Por lo tanto, nuestros datos junto con los disponibles en la bibliografia
permiten concluir que inhibidores que inducen daio en el cloroplasto desde diferentes
dianas, como es el caso de NFZ y LIN, reprimen la respuesta de elongacién a sombra
pero no la capacidad de alargarse en otras condiciones, como por ejemplo al crecer en
oscuridad. Estos resultados tan similares entre inhibidores nos hacen pensar que se
trata de una respuesta comuUn en ambos casos y que esta respuesta depende
exclusivamente de la presencia de cloroplastos disfuncionales. Habiendo descartado la
posibilidad de hiposensibilidad a luz en plantas tratadas con inhibidores (Figura R2.8),
podemos concluir que en presencia de cloroplastos disfuncionales se da una represién
de la respuesta a sombra posiblemente causada por una alteracién en el
funcionamiento de las vias de percepcién o/y la sefializacion mediada por fitocromos.

2.2.1 Los cloroplastos modulan la percepciéon de luz por los
fitocromos

El phyB es el principal fotoreceptor responsable de regular la elongacién del hipocotilo
durante el SAS (Holmes &Smith 1977; Yanovsky, Casal & Whitelam 1995; Smith 2000).
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En nuestro caso el phyB es también el responsable de reprimir la elongacion del
hipocotilo en respuesta a sombra en presencia de cloroplastos disfuncionales, ya que
cuando no esta presente no existe represion de la respuesta a sombra en presencia de
inhibidor (Figura R2.2). Por ello escogimos este fitocromo en particular y lo fusionamos
a GFP para estudiar su localizacion y deducir a partir de ello si el tratamiento con NFZ o
LIN provocaba cambios en la actividad de este fotorreceptor (Figuras R2.10 y R2.11).
En concreto, estimamos la actividad de phyB-GFP mediante el seguimiento de la
aparicion o desaparicion de corpusculos nucleares o photobodies en los que se
localizan los fitocromos fotoactivados (Yamaguchi et al. 1999; Chen & Chory 2011). Asi
en presencia de luz W, phyB-GFP se acumula mayoritariamente en estos corpusculos,
mientras que en presencia de sombra o tras irradiar con FR se produce una
desaparicion progresiva de estos corpusculos. Nuestros resultados muestran que tanto
en presencia de NFZ como de LIN los corpusculos nucleares desaparecen mas
lentamente (Figuras R2.10 y R2.11). Sin embargo, se desconoce exactamente la
funcién de estos corpusculos. Desde su observacién hace 18 afios (Yamaguchi et al.
1999) se ha debatido si son necesarios para la actividad de los fitocromos, ya que
plantas sobreexpresoras de la parte N-terminal del phyB fusionado a GFP (NBG), no
presentan corpusculos nucleares aun siendo hipersensibles a la luz (Matsushita et al.
2003). Sin embargo también existen estudios que correlacionan la aparicién de
corpusculos nucleares con phyB-GFP y la represion de la elongacion del hipocotilo
(Chen et al. 2003). La mayor parte de mutantes de pérdida de funcién de phyB,
producen corpusculos nucleares anormalmente pequenos y presentan un hipocotilo
mas alargado que el WT (Kircher et al. 2002; Chen et al. 2003; Matsushita et al. 2003;
Nito et al. 2013). Por otra parte, en los mutantes de ganancia de funcién de phyB, se
observa que phyB-GFP se localiza en corpusculos nucleares mas grandes, mientras que
las plantas son mas cortas que en el WT (Adam et al. 2011; Medzihradszky et al. 2013;
Zhang et al. 2013a). En el caso mas extremo, el fitocromo mutante phyB-Y276H (YHB),
gue es constitutivamente activo, se localiza en corpusculos nucleares grandes
independientemente de las condiciones luminicas, pudiendo inhibir la elongacién del
hipocotilo aln en oscuridad (Su & Lagarias 2007). Ademas mediante la comparacion de
lineas NBG (que no forman corpusculos nucleares) y lineas sobreexpresoras de la
proteina completa phyB-GFP (que si los forman) se ha determinado que la presencia
de estos corpusculos esta asociada a una mayor represidon del alargamiento del
hipocotilo en oscuridad (Van Buskirk et al. 2014). Se ha sugerido que estos corpusculos
son necesarios para la degradacion de los PIFs, y en concreto de PIF3 (Van Buskirk et
al. 2014). La presencia de otros fotorreceptores ademas de phyB (como los
criptocromos) y de proteinas relacionadas con su degradaciéon (como COP1) en
corpusculos similares (Wang 2001; Zhu & Huq 2014) refuerzan la idea de que estas
estructuras podrian funcionar como punto de degradacion de los fitocromos y de los
PIFs. Como conclusién, aunque la formacidon de corpusculos nucleares no parece ser
imprescindible para la inhibicién de la elongacién del hipocotilo, existe una correlacién
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entre la represion de la elongacion y la presencia de photobodies. En nuestro caso, el
mantenimiento de los corpusculos nucleares durante mads tiempo en plantas tratadas
con NFZ o LIN (Figura R2.10 y R2.11) también se correlaciona con el fenotipo de
inhibicion del alargamiento del hipocotilo con ambos tratamientos (Figura R2.3) y con
la alteracion en el comportamiento de los genes de respuesta rapida asociada a los
fitocromos (Figura R2.4). Este resultado pone en relieve que los cloroplastos son
capaces de modular directamente la capacidad del fitocromo para percibir la luz y
traducir la sefial para regular la expresidn génica y la respuesta fisioldgica a sombra.

Hasta ahora se habia reportado que los fitocromos corregulan junto a las sefiales
retrogradas la expresion de PhANGs (Martin et al. 2016; Ruckle et al. 2007; Larkin &
Ruckle 2008), pero aun no se sabia que el estado del cloroplasto puede afectar
directamente al comportamiento de los fitocromos. Sin embargo, no resulta tan
extrafo, ya que el metabolismo del cloroplasto y la funcionalidad de los fitocromos se
encuentran estrechamente relacionados. Se sabe que son necesarios cloroplastos
totalmente funcionales para que se exprese el gen codificante para HEMA1, la enzima
limitante de la sintesis de tetrapirroles y por tanto de los cromdforos de los fitocromos
(McCormac & Terry 2004). Concretamente, en presencia de LIN se inhibe la sintesis de
proteinas del plasto y por tanto de 5-aminolevulinic acid (ALA), precursor de
tetrapirroles, que resulta critico para el desarrollo de la planta (Figura 1.6). En
presencia de NFZ, se da una inhibicidon de la acumulaciéon de hemo, que es el precursor
de la fitocromobilina, el cromdforo de los fitocromos (McCormac & Terry 2004). Por lo
tanto, la propia actividad de percepcidn de luz de los mismos fitocromos se encuentra
corregulada con el estado del cloroplasto via la sintesis del cromdforo, y tal vez por ello
la regulaciéon de su degradacién en los corpusculos nucleares se ve afectada.

2.2.2 Los cloroplastos modulan las vias de transduccién de la senal
de sombra via HY5

Segun nuestros resultados, en presencia de cloroplastos disfuncionales y por tanto en
presencia de sefiales retrogradas, HY5 es capaz de reprimir totalmente la elongacién
del hipocotilo en respuesta a sombra. Sin embargo, esta represion solo se observa en
plantas tratadas con NFZ o con otro inhibidor de la sintesis de carotenoides (Figura
R2.14, R2.15). Ademas, la ausencia de HY5 restaura la expresion de genes de respuesta
rapida asociada a fitocromos, en concreto HFR1, en presencia tanto de NFZ como de
LIN (Figura R2.28). Por tanto, el resultado observado a nivel fenotipico (alargamiento
del hipocotilo, especifico de NFZ) podria ser debido a un factor que actua
independientemente de la expresion de genes regulados por HY5. Asi en presencia de
cloroplastos disfuncionales de forma paralela se dan cambios tanto a nivel de actividad
de fitocromos como aguas abajo de su sefializacion. Y a nivel de transduccidn luminica
HY5 es uno de los protagonistas.
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2.2.2.1 HY5 y senales GUN

HY5 se ha reportado en diferentes trabajos como diana de diversas sefales
retrogradas (Kindgren et al. 2012b; Ruckle et al. 2007; Larkin & Ruckle 2008). Por un
lado, HY5 interviene en la integracion de la sefializacién de los fitocromos con las
sefiales retrégradas en el caso de plantas tratadas con LIN y luz azul (Larkin & Ruckle
2008; Ruckle et al. 2007). Concretamente, el mutante hy5-2 se comporta como un
mutante gun en presencia de luz azul y LIN y muestra expresion de genes
fotosintéticos (LHCB y RBCS), indicando que HY5 es responsable de la represién de
estos en plantas WT (Ruckle et al. 2007). Sin embargo, HY5 actia como activador de
estos mismos genes (via cryl) en presencia de cloroplastos funcionales. Se ha
propuesto que cuando los cloroplastos se estresan son capaces de generar una sefial
dependiente de GUN1 que reprime la expresiéon de estos genes via ABI4 y a la vez se
genera una senal plastidica desconocida que hace cambiar la actividad de HYS5,
transformandolo en un regulador negativo de la expresion de los genes LHCB y RBCS
(Larkin & Ruckle 2008; Ruckle et al. 2007). Segun nuestros resultados, GUN1 parece
que no estd implicado en esta sefial de forma directa pues el mutante simple gun1-101
no presenta elongacion en presencia de NFZ ni de LIN y el doble mutante hy5-51 gun1i-
101 se comporta de una forma muy similar a hy5-51, aunque con una menor capacidad
de respuesta en presencia de NFZ (Figura R2.24A).

Por otra parte, se ha determinado que HY5 actda junto con la chaperona HEAT SHOCK
PROTEIN (HSP90) en la regulacién de LHCB por sefializacion dependiente de Mg-
ProtolX (Kindgren et al. 2012b). En concreto se propone que en presencia de NFZ el
cloroplasto exporta Mg-ProtolX al citoplasma via GUN5. En el citosol, inhibe la
actividad de HSP90, que a su vez reprime la expresién de LHCB mediante el control de
la actividad de HY5 (Kindgren et al. 2012b). Segun nuestros resultados, el mutante
gun5-1 responde como el WT en presencia tanto de NFZ como de LIN. En cambio el
doble mutante hy5-2 gun5-1 presenta un fenotipo de represién mas acusado que el
mutante hy5-2 en presencia de NFZ (Figura R2.24B). Esto sugiere que la respuesta
represora de HY5 podria estar mediada en parte via GUN5.

El hecho de observar un ligero fenotipo de represion en el doble mutante hy5-51 gunl-
101 en presencia de NFZ puede ser debido a que en parte GUN1 puede afectar a la
senalizacion dependiente de Mg-Proto-IX, aunque aun se desconoce si ejerce una
participacién directa (Larkin 2016). Mediante microarrays de gun5 y gunl, se observd
gue expresan sets similares de genes en presencia de NFZ, indicando una posible
implicacion de GUN1 en el metabolismo de Mg-Proto-IX (Woodson & Chory 2008). Por
una parte parece que GUN1 actla aguas abajo de la sefial segln evidencias genéticas
(Koussevitzky et al. 2007) aunque otros estudios postulan que ejerce también un rol
aguas arriba impidiendo la sintesis de ALA, el precursor de los tetrapirroles (Terry &
Smith 2013). Otros estudios han sugerido la posibilidad que el hemo interaccione con
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una sefal dependiente de GUN1 para afectar un factor de transcripcion PHD con
dominio transmembrana (PTM) que actua aguas abajo de GUN1 (Larkin 2016). En
cualquier caso, aunque evidencias genéticas sugieren que GUN1 estd relacionado con
multiples sefales retrégradas relacionadas con el estado redox, con PGE o la
biosintesis de tetrapirroles, el mecanismo de cobmo GUN1 integra estas sefales aun se
desconoce (Kleine et al. 2013). GUN1 es una proteina PPR implicada en el metabolismo
del ARN y por tanto su capacidad de integracion de diferentes sefiales podria deberse
a una promiscuidad de dianas de ARN. También parece ser muy promiscuo en cuanto a
la interaccién con otras proteinas presentes en el cloroplasto (Tadini et al. 2016;
Colombo et al. 2016). Por ello se hace dificil la interpretacion de las sefiales especificas
derivadas de GUN1. Debido a que observamos una inhibicion mas evidente de la
respuesta en presencia de NFZ en el mutante hy5-2 gun5-1 y el mutante gun5 es
mucho mas especifico que gunl, parece mas plausible que la sefial dependiente de
Mg-Proto-IX esté involucrada en la activacién de HY5. De esta forma HY5 ejerceria un
mayor poder represor en presencia de cloroplastos disfuncionales.

2.2.2.2 Nuevo rol de HY5 como represor del SAS

Segun nuestros resultados HY5 reprime la elongaciéon del hipocotilo en respuesta a
sombra, aun en presencia de cloroplastos funcionales, y ademas esta represidén es
dependiente de la dosis de HY5 (Figura R2.13). Estudios anteriores han determinado
qgue HY5 es capaz de inhibir la elongacién del hipocotilo en respuesta a sombra
mediante su acumulacidn tras exponer a plantas crecidas en sombra a destellos de luz
(Sellaro et al. 2011; Casal 2013). Sin embargo, su participacion directa en la regulacién
de la elongaciéon del hipocotilo durante el SAS y su mecanismo de represiéon no han
sido explorados. En esta tesis se ha estudiado si se producian cambios en los niveles de
HY5 al someter a las plantas a condiciones de sombra simulada (W+FR) a diferentes
niveles: transcritos, proteina, y actividad, es decir, afinidad por promotores de genes
diana implicados en la elongacion del hipocotilo (Figuras R2.25, R2.27 y R2.29). Los
niveles de transcritos de HY5 no cambian excesivamente en presencia o ausencia de
sombra, aunque si que se observa una ligera induccién (Figura R2.25). En contraste, la
expresion de HY5 se induce claramente al bloquear la funcion de los cloroplastos con
NFZ o LIN. Esto parece indicar que existen sefiales retrégradas que inducen la
transcripcion de HY5 y que resultan comunes a varios inhibidores (Figura R2.25C). En
cuanto a la proteina, se sabe que el control de la estabilidad de HY5 via COP1 durante
el proceso de desetiolacion es clave para la transduccion de la sefial de luz, sin
embargo se desconoce su regulacion en condiciones de sombra en plantulas
totalmente desetioladas como en nuestro caso. En estas condiciones, aunque COP1
parece tener un rol en la regulacion del SAS (Pacin et al. 2013), parece no regular la
estabilidad de HY5 (Rolauffs et al. 2012). Nuestros resultados indican que tal y como
ocurre a nivel de transcrito los niveles de proteina HY5 son mayores en las plantas
tratadas con NFZ y LIN comparadas con los detectados en plantas verdes, sin tratar

109




(Figura R2.27). Ademas, se confirma que el tratamiento de sombra causa una pequefia
induccion en la cantidad de HY5 en plantas verdes, lo que resulta contrario a lo que
esperdbamos ya que HY5 actla como un represor de la elongacion del hipocotilo.
También los experimentos de ChIP detectaron que el tratamiento con sombra o con
NFZ provoca una mayor union de HY5 en los promotores de genes relacionados con la
represion de la elongacion del hipocotilo (Figura R2.29). Este resultado se corresponde
con la bibliografia, donde se observa que HY5 es capaz de unirse de forma diferencial a
los promotores de CHALCONE SYNTHASE (CHS) y RIBULOSE BIPHOSPHATE
CARBOXILASE SMALL SUBUNIT (RbcS1A) en funcion de la presencia de luz FR, R o azul
(Lee & He 2007). Estos resultados sugieren que en plantas con cloroplastos
funcionales, la exposicién a sombra provoca una acumulacién (aunque ligera) de HY5
activo (es decir, capaz de unirse a sus promotores diana de genes que reprimen la
elongacidn). Esto se puede entender en el contexto de los mecanismos de “aceleracion
y freno” comentados anteriormente como fundamentales en la regulaciéon de la
respuesta a sombra. Ademads de HY5, el tratamiento con W+FR provoca la acumulacién
o activacion de otros factores que, al contrario de HY5, inducen la elongacion del
hipocotilo (como los PIFs; ver siguiente parrafo). Si la sombra persiste, estos otros
antagonistas de HY5 acaban predominando e induciendo la elongacion del hipocotilo
en respuesta a sombra. En cambio en presencia de NFZ, los niveles de HY5 se
acumulan a niveles aun mayores y se consigue reprimir la elongacién, a lo que
seguramente contribuye que los antagonistas de HY5 no actian de forma tan activa.
Por otro lado, se sabe que la unién de HY5 en los promotores diana no tiene por qué
inducir su transcripcién, sino que su transcripciéon se corregula por la presencia de
otros elementos cis en los promotores regulados por luz. Un ejemplo es la regulacion
de la transcripcion de CHS y RbcS1A, donde si bien se inducen durante el dia mediante
HY5, también se ha determinado que HY5 se mantiene unido a estos promotores en
oscuridad (Lee & He 2007).

Como se ha comentado anteriormente, los PIFs son unos buenos candidatos a posibles
antagonistas de HY5 durante la respuesta a sombra. Si bien se determiné que en
presencia de NFZ el mutante pifg se comporta igual que el WT (Figura R2.12), tendria
sentido probar si diferentes lineas sobreexpresoras de PIFs son capaces de restaurar la
elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra cuando se bloquea la funcion de los
cloroplastos con inhibidores. HY5 es capaz de actuar como antagonista de los PIFs en
gran cantidad de respuestas (Leivar & Quail 2011; Kami et al. 2010; Lau & Deng 2010;
Toledo-Ortiz et al. 2014; Shin et al. 2007). Dos ejemplos interesantes serian el modulo
PIF1/PIF3 y HY5/HYH, que interaccionan fisicamente para regular la expression de
genes implicados en la respuesta a ROS en presencia de elevada intensidad luminica
(Donggin Chen et al. 2013). En nuestro caso, y debido a que la administracion de NFZ y
LIN produce un efecto fotoxidativo podria ocurrir que PIF1 o PIF3 estén mediando la
respuesta a estrés. Ademads, segun nuestros resultados, vemos un incremento
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significativo en la elongacidon del hipocotilo en presencia de NFZ en el mutante hyh
(Figura R2.12). Por lo tanto, esto podria indicar una posible sinergia en la represion del
hipocotilo entre el mutante hyh y hy5-2. Otro ejemplo interesante es el modulo HY5-
PIF4. Mediante ChIP se determind que HY5 es capaz de unirse a PIF4 (Lee & He 2007) y
se ha propuesto posteriormente como un mddulo para la regulacion de la elongacion
del hipocotilo por temperatura (Johansson et al. 2014). PIF4 junto a PIF5 serian unos
buenos candidatos para antagonizar a HY5 en la respuesta a sombra. Por una parte, se
ha determinado que a altas temperaturas promueven la transcripcién de genes que
controlan la biosintesis de auxinas (Johansson et al. 2014), entre ellos YUC8 (Sun et al.
2012), cuya transcripcion también la vemos reprimida en presencia de NFZ y LIN
(Figura R2.4). Y por otro lado, tanto PIF4 como PIF5 controlan la elongacion del
hipocotilo en respuesta a sombra (Leivar et al. 2012b).

2.2.3 Derivados de carotenides reprimen la elongacion del
hipocotilo en respuesta a sombra

Mediante la comparacién del perfil de pigmentos entre plantas tratadas con NFZ, FSM
o LIN confirmamos que en presencia de inhibidores de carotenoides (NFZ) se bloquea
la produccién de carotenoides por debajo de fitoeno de forma especifica, mientras que
el tratamiento con inhibidores de isoprenoides (FSM) o inhibidores del plastoma (LIN)
hacen disminuir los niveles de carotenoides de forma drastica pero no total (Figura
R2.15). Esto también sucede en el caso de los mutantes dxs-1 (con un bloqueo de la
ruta del MEP) y psy-1 (con un bloqueo en la sintesis de carotenoides). Resultados
generados en nuestro laboratorio mostraron que dxs-1 acumula mayores niveles de
carotenoides que psy-1, siendo casi indetectables en este tltimo (Aguila Ruiz-Sola et al.
2016). Aunque la FSM es un inhibidor de la via del MEP y por tanto de la sintesis de los
precursores de los carotenoides, observamos que las plantas tratadas con este
inhibidor mantienen niveles detectables de B-caroteno, neoxantina, violaxantina y
luteina, de forma similar a lo observado con LIN (Figura R2.15). La presencia de
carotenoides en plantas dxs-1 o WT crecidas en FSM y no en plantas psy-1 o WT
crecidas en NFZ puede ser debida al intercambio de DMAPP vy IPP entre el citosol
(generados por la via del MVA) y los plastos, que podria ser suficiente para que se
puedan producir niveles bajos de carotenoides (Dudareva et al. 2005). La restauracién
de la respuesta a sombra del mutante hy5-2 en presencia de NFZ+FSM, NFZ+CLM y
NFZ+LIN (Figura R2.14) confirmd que para observar el efecto desrepresor de la pérdida
de funcidn HY5 sobre el alargamiento del hipocotilo en respuesta a sombra es
necesaria la ausencia total de carotenoides.
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2.2.3.1 ABA como senal retrograda

El ABA es un apocarotenoide sintetizado tanto a partir de zeaxantina, neoxantina y
violaxantina en algas y plantas. Esta molécula sefial se caracteriza por su gran variedad
de roles en el desarrollo y fisiologia vegetal, participando ademas en la adaptacién al
medio por parte de la planta: dormancia de las semillas y los brotes, control de la
germinacién y de la division celular, sintesis de proteinas de reserva en semillas,
respuesta a estrés osmotico (sal, sequia), o defensa contra el ataque de insectos, entre
otros (Escalante-Pérez et al. 2011). Mediante la administracion de diferentes
concentraciones de ABA a plantas WT y mutantes hy5-2 determinamos que el ABA
también reprime la elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra (Figura R2.21 y
R2.22). Existen varios indicios de la participacién del ABA en el SAS. Aunque aun no se
ha descrito un papel del ABA en la respuesta a sombra como represor de la elongacién
del hipocotilo, si se le ha implicado en la inhibicién de la ramificacion (Reddy et al.
2013). La exposicidn de hojas de plantas de tomate a W+FR genera un incremento de
ABA (Cagnola et al. 2012). Por ultimo, un estudio de RNAseq reciente de plantas
tratadas durante 3 dias en luz blanca y 4 dias en W+FR, determind la presencia de un
enriguecimiento genes relacionados con la respuesta a ABA en plantas de Arabidopsis
crecidas durante 3 dias en W y 4 dias en W+FR (Nozue et al. 2015). Ademas, nuestros
resultados muestran que la represion por ABA es independiente de la represidon
ejercida por HY5 ya que tanto las plantas WT como hy5-2 presentan susceptibilidad al
tratamiento con ABA (Figura R2.21). Este resultado lo confirmamos genéticamente
mediante la caracterizacion de la respuesta a sombra en términos de elongacion del
hipocotilo del mutante aba2, que tiene impedida la sintesis de ABA (Ruiz-Sola et al.
2014). De manera interesante este mutante mantiene una cantidad comparable de
clorofilas y carotenoides respecto a las plantas WT (Figura R2.22), indicando que la
represiéon de la produccién de ABA es muy especifica y no afecta al perfil global de
pigmentos. El mutante aba2 presenta una mayor respuesta al WT y ademas el doble
mutante hy5-2 aba2 presenta una respuesta aditiva respecto al mutante simple hy5-2,
confirmando que el ABA actua de forma independiente a HY5. En otros sistemas, se ha
descrito que HY5 actia como integrador de la sefial de luz y la respuesta a ABA
durante la germinacién de la semilla y el desarrollo de la planta mediante la regulacién
de ABI5, cuya sobreexpresion confiere sensibilidad a ABA en fondo hy5-2 e inhibe la
elongacidn del hipocotilo (Chen et al. 2008). Por otra parte, la aplicacion farmacoldgica
de ABA en el medio de cultivo de plantas WT y hy5-2 en presencia o ausencia de NFZ
(Figura R2.21) también mostré que el ABA reprime la elongacién del hipocotilo en
respuesta a sombra de forma independiente a HY5. La ganancia de la capacidad de
respuesta a sombra del mutante hy5-2 aba2 en presencia de LIN (Figura R2.22) indica
que la no respuesta del mutante hy5 en presencia de este inhinidor es debida
exclusivamente a la ausencia de ABA. Por tanto el ABA esta implicado en la represién
de la respuesta de elongacién del hipocotilo en sombra junto con HY5 en presencia de
inhibidores que no reprimen exclusivamente carotenoides (FSM, CLM, LIN o CAP). Este
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resultado se corresponde con hecho de observar la fuerte represion de la respuesta
aun con bajas concentraciones de inhibidor (Figura R2.3).

En presencia de cloroplastos disfuncionales por elevadas intensidades luminicas, se
produce ABA como una sefial retrograda que interviene en la respuesta de genes
nucleares asociados al estado redox del plastido (PRANGs) (Brdutigam et al. 2007).
Mediante el andlisis de la expresién de genes en respuesta a un tratamiento de 28h de
alta intensidad luminica, se observé que el 81% de los genes diferencialmente
expresados son dependientes del estado del PET. Dentro de este grupo de genes el
68% también estan implicados en la respuesta a ABA, indicando su importante papel
en la mediacién de las respuestas de fotoproteccién junto con el estado redox del
cloroplasto (Bechtold et al. 2008). Este es el caso del gen APX2, que esta relacionado
con la producciéon de ROS en el tejido vascular, donde el ABA se encarga de propagar la
sefial de expresion del gen a la envoltura vascular (Galvez-Valdivieso et al. 2009). En
nuestro caso, durante el tratamiento con NFZ se induce la sintesis de ROS. Ello es
debido a que se inhibe la sintesis de carotenoides, reduciendo la capacidad de los
plastidos para capturar especies ROS producidas en presencia de elevadas
intensidades luminicas y para sintetizar los precursores del ABA. Los estados redox de
PET y PQ son capaces de regular la expresién de varios genes de la ruta de sintesis de
carotenoides, incluyendo algunos correspondientes a la produccion de precursores del
ABA (Dietz 2015). Por lo tanto, existe un solapamiento significativo entre la regulacién
del PET y la sintesis de ABA. Por otra parte, el ABA esta relacionado con sefiales
retrégradas tipo GUN. La subunidad H de la enzima quelatasa de magnesio
(CHLH/GUNS5), que media la sefial dependiente de Mg-Proto-IX e induce la activacion
de HY5 para reprimir los PhANGs (Kindgren et al. 2012b), afecta positivamente la
senalizacion del ABA en el control de obertura de estomas, aunque se ha descartado
su papel como receptor de ABA (Shen et al. 2006; Tsuzuki et al. 2011). Por otra parte,
la regulacién de la expresién de PhANGs se encuentra regulada por ABI4 via GUN1
(Ruckle et al. 2007; Larkin & Ruckle 2008). También la represién de la elongacién del
hipocotilo parecen estar coregulada por HY5 junto con GUN1 mediante vias
independientes, donde HY5 integraria la informacion luminica a la via GUN1 que es
independiente de luz (Ruckle & Larkin 2009). Todos estos datos sugieren la posibilidad
que ABA y HY5 estén estrechamente relacionados, aunque finalmente repriman la
respuesta de manera independiente.

2.2.3.2 Otros derivados de carotenoides

Ademas del ABA, existen otros apocarotenoides capaces de actuar como sefiales
retrégradas (Hou & Rivers 2016). Uno de ellos es el B-ciclocitral (Ramel et al. 2012).
Aunque la oxidacién del B-caroteno para generar B-ciclocitral puede tener lugar
mediante catalisis enzimatica por CCD1, CCD4, CCD7 y CCD8 (Hou & Rivers 2016), lo
mas habitual es que se genere mediante reacciones no enzimaticas. Por ejemplo, la
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rotura oxidativa del B-caroteno debido a la presencia de ‘0, en el PSII generado por
elevadas intensidades luminicas genera B-ciclocitral y B-ionona (Havaux 2014), que se
acumulan en Arabidopsis en tan solo unos minutos después de un tratamiento de alta
intensidad luminica (Ramel et al. 2012). Debido a su naturaleza volatil, el B-ciclocitral
puede difundirse hacia el exterior de la planta y actuar como sefial entre planta y
depredador, como ocurre en cianobacterias Mycrocistis que son capaces de generar
este compuesto y alterar el comportamiento del depredador Daphnia magna, para
evitar ser comidas por éste (Juttner et al. 2010). O difundirse desde el cloroplasto hacia
otros compartimientos celulares, actuando como sefial retrégrada (Ramel et al. 2012).
La exposicion de plantas a concentraciones fisioldgicas elevadas de B-ciclocitral
inducen la expresion de genes relacionados con el incremento de la tolerancia a estrés
oxidativo (Ramel et al. 2012). En concreto en presencia de este compuesto se inducen
genes de respuesta a estrés (sobre todo a '0,) y se reprimen genes relacionados con
H,0,, aunque el impacto en estos ultimos no es tan claro (Ramel et al. 2012).

Cuando administramos exégenamente PB-ciclocitral a plantas verdes (crecidas sin
inhibidores), observamos que a bajas concentraciones reprime fuertemente la
elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra, mientras que en altas
concentraciones llega a inhibir la germinacién (Figura R2.20). Esto se correlaciona con
gue las plantas expuestas a concentraciones fisioldgicas de este compuesto también
reducen la expresion de genes relacionados con el desarrollo y crecimiento (Ramel et
al. 2012). La represion de la respuesta de elongacion mediada por B-ciclocitral sucede
de forma independiente a HY5 ya que el mutante también responde a este
apocarotenoide y deja de elongarse en respuesta a sombra en presencia de NFZ
(Figura R2.20C). Nuestros resultados también sugieren que la represion de la
respuesta de alargamiento por parte de B-ciclocitral es independiente de ABA (Figura
R2.23). Aun asi estas vias parecen estar comunicadas entre si ya que la adicién
exogena de B-ciclocitral induce una mayor acumulacién de B-caroteno, el precursor del
B-ciclocitral y del ABA (Figura R2.23A). Ademas, la adicién de B-ciclocitral genera la
induccion de genes que también se inducen en presencia de ABA (Ramel et al. 2012).
En concreto estan relacionados con la respuesta a ABA genes de respuesta a ‘0, como
GLUTATHIONE TRANSFERASE 12 (At1gl0370), MAPKKK18 (Atlg05100), LOW
TEMPERATURE-INDUCED 30 (At3g50970) o genes de respuesta a H,0, como CYSTEINE-
RICH RECEPTOR LIKE PROTEIN KINASE 21 (At4g23290) o BEACH-DOMAIN HOMOLOGUE
(At1g03060) (Zalejski et al. 2006; Mitula et al. 2015; Sanchez et al. 2004; Kline et al.
2010). Esto indica que seguramente ambas rutas convergen en la regulacion del estrés
oxidativo aunque actuan de forma independiente en la represion de la elongacién del
hipocotilo en respuesta a sombra.

Segun nuestros resultados, para la elongacién del hipocotilo en respuesta a sombra es
necesario un intercambio de gases, ya que las plantas crecidas en placas selladas dejan
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de alargarse en respuesta a sombra aun en ausencia de B-ciclocitral (Figura R2.20B).
En ausencia de intercambio de gases, las plantas pueden inducir respuestas de estrés
qgue podrian incluir la formacién de productos de oxidacidn de carotenoides volatiles
como es el caso del B-ciclocitral. Las plantas verdes son ricas en precursores de
apocarotenoides, por ejemplo en B-caroteno, y por tanto en un ambiente hermético
pueden producir y acumular una gran cantidad de B-ciclocitral, reprimiendo de esta
manera la respuesta a sombra. En presencia de NFZ (Figura R2.20 C) y FSM (Figura
R2.23B), las plantas hy5-2 conservan la capacidad de respuesta aun sellando las placas.
Esto puede ser debido a que tanto en NFZ como en FSM la produccion de B-ciclocitral
debe ser o nula (NFZ) o mucho menor (FSM) que en plantas verdes a juzgar por los
niveles de su precursor (B-caroteno) presente en las mismas (Figura R2.15). De la
misma manera, la adicion extra de B-ciclocitral al medio con FSM tiene un efecto
mucho menor al observado en el medio con NFZ, seguramente porque en medio con
FSM ya se produce algo de B-ciclocitral endégenamente.

Aunque el tratamiento con B-ionona solo produce la induccién de un Unico gen
relacionado con la respuesta a '0,, su derivado DHA induce la expresién de genes
correlacionados con un incremento en la tolerancia al estrés fotoxidativo (Ramel et al.
2012; Shumbe et al. 2014). Por tanto, es posible que otro apocarotenoide volatil como
la DHA pueda tener un papel en la regulacion de la respuesta a sombra junto al B-
ciclocitral. En cuanto a otras hormonas volatiles que podrian estar también
involucradas, el etileno es un buen candidato ya que se acumula en presencia de W+FR
(Cagnola et al. 2012) y en ausencia de intercambio de gases (Voesenek & Sasidharan
2013). El etileno ejerce un doble rol en el control de las respuestas de alargamiento, ya
gue actia como represor de la elongacién del hipocotilo durante la desetiolacion y
como inductor de la elongacion en plantas totalmente desetioladas y tratadas con
sombra (Das et al. 2016). Por tanto, es dificil especular sobre su efecto en la respuesta
a sombra en pldntulas como es en nuestro caso, germinadas ya en ausencia de
intercambio de gases. También seria dificil explicar, basdandonos solamente en la
produccién de etileno, la restauracion de la elongacion en ausencia de carotenoides
del mutante hy5-2.

2.3 Un modelo integrador del papel de HY5, las senales
retrogradas y los apocarotenoides en la regulacion de la

respuesta a sombra

Teniendo en consideracién los resultados obtenidos y la literatura disponible,
proponemos un modelo que integra distintos actores reguladores de la elongacion del
hipocotilo para explicar cdmo las plantas responden a sombra en funcién del estado
fisiolégico de sus cloroplastos (Figura D.3).
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Figura D.3 Un modelo integrador del papel de HY5, las sefiales retrogradas y los apocarotenoides en la

regulacidon de la respuesta a sombra.

A) En presencia de una sefial de sombra (W+FR, bajo R/FR) se induce la elongacién del hipocotilo en
plantas WT con cloroplastos funcionales. La sefial de sombra desactiva a phyB, lo que a su vez causa una
acumulacion de activadores de la elongacién del hipocotilo representados en el modelo como X (como
por ejemplo los PIFs). Si bien HY5 actua como represor de la respuesta, X acabaria determinando la
induccién de la elongacién del hipocotilo. En estas condiciones normales de crecimiento, no se generan
cantidades relevantes de apocarotenoides represores de la elongacion del hipocotilo como el ABA o el
B-ciclocitral. B) En plantas tratadas con inhibidores que afectan a la sintesis de carotenoides (NFZ) o la
expresion del plastoma (LIN), la presencia de cloroplastos disfuncionales genera seales retrégradas que
inhiben la desactivacion del phyB por sombra y aumentan la acumulacién de HY5. Ademas, en presencia
de estrés, en el caso de LIN (pero no al tratar con NFZ) se da la sintesis de apocarotenoides como el ABA
y el B-ciclocitral, ambos represores de la respuesta de elongacion.

Durante este capitulo hemos demostrado la importancia de los cloroplastos para la
respuesta a sombra. Asi hemos observado que incluso pequefias disrupciones del
funcionamento normal del cloroplasto (mediante el tratamiento con concentraciones
bajas de inhibidores como NFZ o LIN) generan grandes cambios en la respuesta a
sombra (Figura R2.3). Ademads también hemos determinado qué sefales retrégradas
producidas en plantas tratadas con inhibidores inhiben la desactivacion por sombra de
los fitocromos (Figura R2.11) y favorecen la acumulacion de HY5 (Figuras R2.25 y
R2.27), un represor de la respuesta de elongacion (Figura R2.13). Por otro lado,
sefiales retrégradas derivadas de carotenoides (apocarotenoides como el ABA y el B-
ciclocitral) contribuyen para reprimir la respuesta a sombra (Figuras R2.20 a R2.22). En
el caso de cloroplastos funcionales (Figura D.3A), el phyB en presencia de W+FR pasa
mayoritariamente a su forma inactiva. Ello induce la activacién de PIFs como PIF3, PIF4
y PIF5, que se unen a promotores de genes que inducen la elongacion del hipocotilo
(Leivar et al. 2012b). La exposicion a sombra de plantas verdes también genera una
mayor acumulacién de proteina HY5 (Figura R2.27). La mayor estabilidad de HY5 en
presencia de sombra podria deberse a cambios en su estado de fosforilacion (Hardtke
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et al. 2000). La caseina kinasa (CKll) se encarga de fosforilar HY5 en su dominio de
unidon con COP1 en oscuridad previniendo asi su uniéon y por tanto evitando su
degradacion total (Hardtke et al. 2000). El estado fosforilado de HY5 presenta una
mayor estabilidad, debido a que presenta una menor uniéon con COP1, pero a la vez
hace que HY5 sea fisiolégicamente menos activo, debido a que presenta menos
afinidad a sus promotores (Hardtke et al. 2000). La fosforilacién proporciona por tanto
un nivel adicional de regulacion de la actividad de HY5 independiente de su interaccién
con COP1. Un incremento en su estado de fosforilacién explicaria los mayores niveles
de proteina HY5 en sombra vy, a la vez, el alargamiento del hipocotilo asociado a esta
senal de luz, ya que la actividad de HY5 (es decir, su capacidad de regular la expresion
génica) estaria disminuida. Sin embargo, experimentos de ChIP han mostrado que
plantas verdes expuestas a W+FR presentan una mayor ocupacidon de promotores
diana de HY5 para genes represores de la elongacion del hipocotilo (Figura R2.29). No
obstante, dado que HY5 se agrupa en multicomplejos junto con otros factores de
transcripcion y elementos cis, una mayor unién a promotores no implica una mayor
transcripcion de estos genes (Lee & He 2007).

En presencia de sombra HY5 se une mas al promotor de GUN5. Estudios anteriores
determinaron que HY5 es capaz de unirse al promotor de GUN5 vy regular
positivamente su transcripcion, compitiendo con los PIFs (Toledo-Ortiz et al. 2014). La
pérdida de funcion PIF en el mutante pifg altera la expresion de GUN5 pero también
de otros genes relacionados con senal retrograda y la ruta de los tetrapirroles como
HEMA1, GUN4, y PORC (Sentandreu et al. 2011). En concordancia con el rol de HY5
como inductor de la transcripcién de GUN5 (Toledo-Ortiz et al. 2014), la transcripcion
de GUNS5 también se encuentra reprimida por el cuarteto PIFg en oscuridad (Leivar et
al. 2009; Zhang et al. 2013b; Toledo-Ortiz et al. 2014). Por otra parte, mutantes pif3
tienen desrregulada la biosintesis de los genes relacionados con la sintesis de clorofilas
como HEMA1, GUN4, y GUN5, induciendo una acumulacién del intermediario PChlide y
una hipersensibilidad a la fotoxidacidon (Zhong et al. 2014). De hecho, la regulacién
diferencial de GUN5 en presencia de luz y oscuridad tiene sentido, ya que pertenece a
la ruta de la biosintesis de los precursores de la clorofila. Consistentemente con el rol
inductor de GUNS5 en la sintesis de clorofilas en luz, el mutante gun5 se caracteriza por
tener una reduccidon dependiente de luz en la acumulacién de clorofila (Mochizuki et
al. 2001), lo que implica a su vez una mayor hipersensibilidad a la fotoxidacién. Esta
podria ser la razén por la que el mutante gun5-1 presenta una represion de la
elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra en comparacion con el WT, en
ausencia de inhibidores (Figura R2.24B). En conjunto, proponemos que el resultado de
la elongacion del hipocotilo en respuesta a sombra en las diferentes condiciones
estudiadas se debe aun balance entre represores (HY5) e inductores (por ejemplo los
PIFs).
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Por otro lado, en presencia de inhibidores como NFZ o LIN (Figura D.3B) se inhibe la
conversién del phyB a la forma inactiva en presencia de W+FR (Figuras R2.10 y R2.11).
Sin embargo la actividad de este fitocromo no se ve afectada ni por la ausencia de HY5
ni por la presencia de ABA (Figuras R2.31 y R2.32). De estos resultados se puede
deducir que el efecto represor de ambos componentes se da aguas abajo de la
percepcion de la luz por parte de los fitocromos. Tampoco observamos diferencias
entre la tasa de desactivacién de phyB al comparar los tratamientos de NFZ y LIN
(Figura R2.11), lo que implica que la sefial retrégrada involucrada en la represién no
requiere la presencia de carotenoides sino que se produce de forma genérica en
presencia de una disfuncionalidad del cloroplasto. Esta u otra sefial retrégrada
independiente de carotenoides también tendria un efecto positivo en la acumulacién
de HY5 (Figuras R2.25 y R2.27). Por otra parte, la presencia de LIN o NFZ haria cambiar
los niveles o la actividad de los antagonistas de HY5, de forma que permitirian que HY5
mediara la represidn de la elongacién del hipocotilo en respuesta a sombra. Aunque la
naturaleza de la sefial o sefiales retrogradas responsables de estas respuestas no se
conoce, es importante destacar que las vias de sefializacidon retrégrada generadas en
presencia de cloroplastos disfuncionales estdn comunicadas entre si (Figura 1.6). En
particular, las vias dependientes de GUN1 y GUN5 se encuentran intimamente
relacionadas. Aunque el doble mutante gunl gun5 exhibe un fenotipo GUN aditivo en
comparacion con los mutantes simples (Mochizuki et al. 2001), GUN1 también
comparte con GUNS5 un rol en la regulacion del metabolismo de Mg-Proto-IX aunque
se desconoce si ejerce una participacion directa (Larkin 2016). Aunque diversos
estudios postulan que el tratamiento con LIN no parece activar la sefializacidon
dependiente de tetrapirroles (Koussevitzky et al. 2007), otros estudios concluyen que
el uso de LIN también inhibe la sintesis de tetrapirroles debido a la inhibicién de la
trascripcion del tRNA-Glu (Woodson et al. 2013). Ademas se sabe que lesiones la ARN
polimerasa del plasto (PEP), y por tanto en la traduccién de proteinas del plasto, causa
cambios en los PhANGs en respuesta a elevada intensidad luminica y ademas cambios
en el estado redox del pool de plastoquinonas (Kindgren et al. 2012a). La presencia de
NFZ y de LIN también induce estrés oxidativo debido a que las plantas carecen de
pigmentos fotosintéticos, y por tanto es plausible que ambos inhibidores activen
cascadas de senal retrograda comunes que dependan de moléculas ROS. Esto sugiere
que la inhibicién de una via implica la alteracion del resto, con lo que resulta altamente
dificil aislar completamente las vias. Con tal de determinar la identidad de la sefal o
sefales retrogradas que reprimen la desactivacion de phyB por sombra o inducen la
acumulacién de HY5, en el futuro serian necesarios analisis adicionales, como por
ejemplo el estudio mediante RNAseq de la respuesta en nuestras condiciones
experimentales en presencia de NFZ o LIN y sombra.

Por otra parte, el tratamiento con LIN (pero no el tratamiento con NFZ) genera
derivados de carotenoides capaces de reprimir también la elongacién del hipocotilo, lo
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gue contribuye a impedir el alargamiento de las plantas en respuesta a sombra.
Gracias a la ausencia total de carotenoides mediante el tratamiento con NFZ, pudimos
detectar el rol de HY5 en la represion de la respuesta. Solo en condiciones en las que
los cloroplastos pierden su funcién pero no se producen apocarotenoides ni estd
presente HY5 se produce elongacion en respuesta a sombra (Figura R2.14). Nuestros
datos sugieren que el ABA y el B-ciclocitral estarian implicados en esta represion,
actuando ademas de manera independiente a HY5. En un futuro cabria investigar si
otros posibles apocarotenoides pueden actuar como reguladores negativos de la
respuesta, que mecanismos de represion utilizan, y como se integran en el conjunto de
sefales retrégradas.

En conjunto, este trabajo ha demostrado que durante el SAS, los cloroplastos no solo
tendrian un papel reactivo tras percibir cambios en la condiciones de luz sino también
proactivo, participando en la sefializacién primaria por los fitocromos. La participaciéon
activa de los cloroplastos en el SAS podria dotar a las plantas de un mecanismo
modulador para optimizar la respuesta a luz y el desarrollo vegetal seglin el estado
metabdlico de los cloroplastos, invirtiendo asi los recursos energéticos adecuados para
competir por la luz. Ademas, se ha demostrado que también los carotenoides ejercen
un doble papel en la respuesta a sombra: sus niveles disminuyen para adaptar la
fotosintesis a las nuevas condiciones y a la vez sus derivados regulan la propia
respuesta, un rol hasta ahora desconocido de los carotenoides.
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10.

Los miembros del cuarteto PIFq reprimen la biosintesis de carotenoides en

respuesta a sombra.

HY5 no esta implicado en la regulacién de la biosintesis de carotenoides en

respuesta a sombra.

PAR1 es un regulador positivo de la sintesis de carotenoides y de la expresidon
de PSY, en parte mediante su interaccion con PIFq. PAR1 interacciona ademas
con otras proteinas bHLH (BHLH78 y BHLH60) para regular la biosintesis de

carotenoides en respuesta a sombra

Moddulos distintos de activadores y represores regulan de forma independiente
la biosintesis de carotenoides y la elongacién del hipocotilo en respuesta a

sombra.

La elongacién del hipocotilo en respuesta a sombra requiere cloroplastos

fotosintéticamente activos.

El estado fisioldgico de los cloroplastos afecta a la actividad de los fitocromos.
En respuesta a sombra, phyB se desactiva mas lentamente en las plantas sin

cloroplastos funcionales.
HY5 reprime la elongacién del hipocotilo en respuesta a sombra.
HY5 se acumula a niveles mas altos en las plantas sin cloroplastos funcionales.

Derivados de carotenoides como ABA y B-ciclocitral reprimen la elongacion del

hipocotilo en respuesta a sombra de forma independiente a HY5.

La respuesta a sombra implica una mayor acumulacion de HY5 y una mayor
unién a sus promotores diana. La sombra también induce la acumulacién de
activadores de la elongacion del hipocotilo (como PIFqg). La respuesta final

depende de la proporcidn entre represores y activadores.
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MATERIALES Y METODOS .

Materiales y métodos
1. Material vegetal

En esta tesis doctoral se ha trabajado principalmente con plantas Arabidopsis thaliana,

con los ecotipos Columbia 0 (Col-0) y Landsberg erecta (Ler). De manera puntual

también se han empleado plantas de Nicotiana benthamiana.

1.1 Lineas de ganancia o pérdida de funcion.

En la tablas siguientes se presentan las lineas de pérdida y de ganancia de funcién

empleadas a lo largo de la tesis doctoral:

Mutante Ecotipo Informacion relevante
aba2 Col-0 (Cheng et al. 2002)
bHLH 60-1 Col-0 SALK_002003
bHLH 78-2 Col-0 SALK_127100
(Mandel et al. 1996; Phillips et al.
dxs-1 Col-0 2008)
Proporcionado por Dr.Robert M. Larkin
gunl-101 Col-0 (Ruckle et al. 2007)
Proporcionado por Dr.Robert M. Larkin
gun5s-1 Col-0 (Delker et al. 2014)
hdr-1 Col-0 (Hsieh & Goodman 2005)
hds-3 Col-0 (Gil et al. 2005)
hyl-1o0 gun2 Ler-1 (Rodriguez-Concepcion et al. 2004)
Proporcionado por Dr.Robert M. Larkin
hy5 Col-0 (Ruckle et al. 2007)
Proporcionado por Dr.Robert M. Larkin
hy5 guni1-101 Col-0 (Ruckle et al. 2007)
(Bou-Torrent, Toledo-Ortiz & Ortiz-
hy5-2 Col-0 Alcaide 2015)
hyh Col-0 N849765 (Delker et al. 2014)
lut2-3 Col-0 SALK_005018
phyA-501 Col-0 (Sokolova et al. 2012)
phyB-9 Col-0 Proporcionado por Dr. P.Quail
pifq Col-0 (Leivar et al. 2008a)
psy-1 Col-0 (Pokhilko et al. 2015)

Tabla 1. Lista de mutantes de pérdida de funcion.
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Linea transgénica

Descripcion

Informacion relevante

35S:HA-HY5 [hy5-
Ks50]

Linea sobreexpresora de HY5
unida a 2HA en N-terminal
transformada fondo

mutante hy5-Ks50

en

(Lee & He 2007)

Linea sobreexpresora inducible

de HY5 en presencia de Dex.| Generada y transformada en el
35S:HY5-GR [hy5-2] Fondo mutante hy5-2 laboratorio
Sobreexpresion de HY5 unida a| Generada y transformada en el

35S: HY5-GFP[hy5-2]

GFP en fondo hy5-2

laboratorio

35S:phyB-GFP

Sobreexpresién de PhyB-GFP
en fondo Col-0

Vector proporcionado por Dr. Akira
pBI-Hyg-35S-PhyB-GFP
laboratorio en

Nagatani:
transformado en el
ecotipo Col-0

35S:phyB-GFP[hy5-2]

Sobreexpresiéon de PhyB-GFP
en fondo hy5-2

Vector proporcionado por Dr. Akira
pBI-Hyg-35S5-PhyB-GFP
laboratorio en

Nagatani:
transformado en el
fondo mutante hy5-2

35S: GFP-AN_HFR1

Sobreexpresion de la Version
truncada de HFR1

(Galstyan et al. 2011)

35S: PAR1-GFP

Sobreexpresién PAR-1

(Roig-Villanova et al. 2007)

Tabla 2. Lineas transgénicas de ganancia de funcion.

1.2 Condiciones de crecimiento de plantas adultas

Las condiciones ambientales bajo las que se han crecido las plantas son las siguientes,
Invernadero de Arabidopis: 2212 °C de temperatura, 14h de luz y 10h de oscuridad

aproximadamente. Humedad ambiental del 55%.

Invernadero de tabaco: 25 °C y humedad ambiental del 60%.

Las caracteristicas del sustrato y la solucion de fertirrigaciéon empleadas son las

siguientes:

Sustrato n2 5: En una proporcién 1:1:1 de tierra:perlita:verniculita.

Solucidén de fertirrigacion: Solucion de Hoagli y Arnon (Hay et al 1938) modificada por
Johnson et el 1957. KNO3 8.4 mM, NH4NO3 1.2 nM, K2HPO4 1.2 mM, KH2PO4 1.2
mM, Ca (NO3)2x4H20 2.5 mM, MgS04x7H20 0.7 mM, FeSO4x7H20 0.6 mM. Esta
solucidn se complementa cuando es necesario con el quelante de hierro Kelamix (35

mg/L) y con microelementos (0.4 g/L).
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1.3 Condiciones de cultivo in vitro.

1.3.1 Esterilizacion: Las semillas se esterilizan en un eppendorf mediante la adicién
de 1ml de EthOH 70% y se mantienen en agitacion durante 2 minutos.
Posteriormente se descarta el EthOH 70% sobrante y se afnade 1ml de EthOH
100% vy se mantiene en agitacion 2 minutos mas. Finalmente se descarta el
EthOH sobrante y se dejan secar a temperatura ambiente en esterilidad.

1.3.2 Siembra: Para los experimentos de sombra se resuspendieron las semillas en
1ml H20 estéril y se sembraron 100 semillas de una en una en placas de petri
de 9 cm, resultando en una densidad de 1.6 semillas/ cm?.

1.3.3

Medios de cultivo: Durante la tesis se han germinado y crecido las plantulas de

Arabidopsis en placa utilizado es el denominado MS 0.5x- sin vitaminas y MS-1
con vitaminas. Cuyas composiciones se indican a continuacién:

Medio MS 0.5x- (1L)

Medio MS-1 con vitaminas (1L)

Murashige & Skoog 4,4 g (Basal Mixture Salts)
MESO0,5¢g

Ajustar a pH 5,7 con KOH 1M

Murashige & Skoog 4,4 g (Basal Mixture
Salts) with vitamins

MES1lg

Sacarosa 10 g

Ajustara pH 5,7 con KOH 1M

Tabla 3. Composicion del medio MS 0.5x- sin vitaminas y MS-1 con vitaminas.

Este medio se ha preparado con agua bidestilada-desionizada (MilliQ) y la mezcla
se ha autoclavado a 121°C durante 20 minutos. Para cultivo sélido en placa de Petri
se ha de afiadir agar (plant agar) al 0.8% (p/v) antes de autoclavar.

1.3.4 Suplementos ailadidos al medio

Relacion de suplementos utilizados en el medio de cultivo:

Tratamiento Disolvente |Concentracion de trabajo
Acido abscisico (ABA) agua 0.2 uM

Fosmidomicina (FSM) agua 500 uM

Clomazona (CLM) agua 50 uM

2- (4chlorophenylthio) triethylamine (CPTA) agua 25 uM

Norflurazén (NFZ2) agua 5uM

Lincomicina (LIN) agua 1 mM

Cloramfenicol (CAP) agua 50 uM
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Kanamicina (KN) agua 50 pg/mL
Higromicina (HYG) agua 10 ug/mL
Picloram (PIC) DMSO 5uM
Epibrasinélido (EBL) agua 1uM
Gibberelinas (GA;3) agua 10 uM
Dexametasona (DEX) EthOH 100% |2 uM

Tabla 4. Relacion de compuestos afiadidos al medio Medio MS 0.5x- o MS-1.

1.3.5 Condiciones de crecimiento y luz

Camaras de sombra simulada:

La intensidad y la proporcion de las diferentes longitudes de onda se ha medido gracias
a un espectrémetro SpectroSense2 que se encuentra asociado a un sensor de cuatro
canales, que mide PAR (400-700 nM), B () R (664-674 nm) y FR (725-735 nM).

e Sombra por dosel: 22°C de temperatura, dia continuo. Los tratamientos de
luz W se han realizado mediante 4 tubos halégenos que producen una
iluminacion PAR sobre las muestras bioldgicas de 24 pmol m™sec™, siendo
el ratio R:FR final de 1.6. Para la suplementacién de FR se han utilizado
ldmparas LED hibridas (Quantum devices) QB1310CS-670-735 resultando en
un ratio R/FR en sombra simulada total de 0.025.

e (Cdmara que simula sombra por proximidad: 22°C de temperatura, dia
continuo. Los tratamientos de luz W se han realizado mediante 4 tubos
halégenos de 32 W que producen una iluminacién PAR de 20 umol m?sec?,
siendo el ratio R:FR final de 5. Para la suplementacion de FR se han
utilizado ldmparas LED hibridas (Quantum devices) QB1310CS-670-735
resultando en un ratio R/FR en sombra simulada total de 0.05.

Camara de cultivo in vitro de Dia Corto (SD): 22°C de temperatura, 8h de luzy 16h de
oscuridad, humedad relativa del 94%.

Camara de cultivo in vitro de Dia Largo (LD): 22°C de temperatura, 16h de luz y 8h de
oscuridad, humedad relativa del 94%.
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2. Vectores y construcciones

Construccion Transformacion | Descripcion Vector Inserto
E.coliTOP 10 HY5 PCR a partir de
flanqueado cDNA utilizando
por sitios oligonucledtidos
HY5 (PCRII TOPO) BamHI PCR Il TOPO MO1y MO3
E.coliTOP 10 PGREEN 0029 - |HY5 (PCRII
HY5-GR (pGREEN 35S:GR, TOPO), BamHI
0029) 35S:HY5-GR BamHI/AP
E.coli TOP 10 HY5-GR
pBinAr, (pGREEN 0029),
35S:HY5-GR (pBinAr) 35S:HY5-GR Sall/KL/Xbal/AP | EcoRI/KL/Xbal
Agrobacterium Plantas
tumefaciens transformadas
35S:HY5-GR (pBinAr) | GV3101-pMP90 Col-0y hy5-2
E.coli DH5al PCR a partir de
HY5 HY5 (PCRII
flanqueado TOPO) con
por sitios de oligonucledtidos
recombinacién AtHY5-attB1 F/
HY5 (pbDONOR 207) attP1/ attP2 pDONOR 207 AtHY5-attB2 R
E.coli DH5a. Recombinacidn
HY5-GFP (pGWB pGWB 405 | con HY5
405) 35S: HY5-GFP | 355:GFP (pDONOR 207)
Agrobacterium Plantas
HY5-GFP (pGWB | tumefaciens transformadas
405) EHA105 Col-0y hy5-2
Agrobacterium Proporcionado
tumefaciens por Dr. Akira
EHA105 Nagatani.
Plantas
pBI-Hyg-35S-PhyB- transformadas
GFP Col-0y hy5-2

Tabla 5. Vectores y construcciones generadas.
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3. Oligonucleétidos

Uso Oligo Bases
Transgénicas | oMO 1 GAGGATCCATGCAGGAACAAGCGAC
oMO 3 GAGGTACCATGCAGGAACAAGCGAC

AtHY5-attB1 F

AtHY5-attB2 R

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGC
AGGAACAAGCGACTAGCTCTTTAG

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAAAG
GCTTGCATCAGCATTAGAACCACCAC

Genotipado | HY5 (hy5) Fw GGTAGAGAATCTGGATCGGC
N679707
HY5 (hy5) Rev GCTGAGCTGAAACTCTGTTC
N679707
PSY-TDNA-F gGAACTTTGCTTATGACACC
PSY-TDNA-R CCATCTATCTAAAGCCATGG
DXS-clal-F AATGGATAGAGCTGGACTCG
DXS-clal-R TGAGCCATAACCCAACAACG
lut2-3 LP AGAAGCTTCTAATG
Salk_005018
lut2-3 RP CTTGCCACTGTTGC
Salk_005018
ABA2 F CTTGTGTTCTTGATGTGACAG
ABA2 R ACATAAGAATGTGGACCAACG
bHLH78-2 FW TAAGTGAGTGAAGCTTCTGG
bHLH78-2 Rev TTG GAA CAC TAG TTG CGA GG
LBb1 GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT
LBal TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG
GABI-8409 ATATTGACCATCATACTCATTGC

qPCR AtUBC qPCR CTG CTT GGA CGC TTC AGT CTG
F PAPER
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AtUBC gPCR R PAPER
AtUBC gPCR F
AtUBC gPCRR

HY5 gPCR FW

HY5 gPCR Rev

PSY

PSY

RTQ-PCR for PIL1 (F)

RTQ-PCR for PIL1
(Rev)

RTQ-PCR for HFR1 (F)

RTQ-PCR for HFR1
(Rev)

Fw YUC8
Rev YUC8
RTQ-PCR for PAR1 (F)

RTQ-PCR for PAR1
(Rev)

CGC AGT TAA GAG GACTGT CC

TCAAATGGACCGCTCTTATC

CACAGACTGAAGCGTCCAAG

CAAGCAGCGAGAGGTCATCA

CATCGCTTTCAATTCCTTCTTTG

GAC ACC CGA AAG GCG AAA GG

CAG CGA GAG CAG CAT CAAGC

GGA AGC AAA ACCCTT AGCATCAT

TCCATATAATCT TCATCT TTT AAT TTT GGT
TTA

GAT GCG TAA GCT ACA GCACT CcGT

AGA ACCGAAACCTTGTCCGTCTTG

AATGGACGCGGTTAAGATCG

CCCCTTGAGCGTTTCGTG

CAC CGT CAT GCT CAG CCA

TCG GTCTTCACG TACGCT TG

Chip

qIAA7(C+) F
qIAA7(C+) R
qHAT2(C+) F
qHAT2(C+) R
QELF3 (C+) F
qELF3 (C+) R
qXTH5 (C+) F
qXTH5 (C+) R

qEXP2 (C+) F

ACTAACATCTAATCAAGCCCAC

AAGAAGAAAGGAGAGGAAGGG

ATCATGCTTTGCGGACTCTC

GTTGTGTTTCAGTGTGATCTGG

TTACTTTCTAGTTTCTTATT

AACTACGATAGAGATCTCAC

GGTGGTATCTGGTGTCAAATAG

GTGATTGCATAAGAGGTGTTG

ACATGTGAATCTGTGATGCG
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qEXP2 (C+) R CAACGGGCAACGGCTATA
qXTH21 (C+) F TGTTTGTGTGTCTAACGACGT
qXTH21 (C+) R TACTGTTACGTTTTTTTTCCG
qGUN5(C+) F ACTCAACCTCACAAGTAGACTC
qGUN5(C+) R TAAGTGGTGAGAGGGAAGGA

Tabla 6. Oligonucleétidos utilizados.

4. Generacion de construcciones

4.1 . Material

e Cepas bacterianas utilizadas
En esta tesis doctoral se ha trabajado con las siguientes cepas bacterianas:

Organismo Cepa Descripcidn

Empleada en el clonaje y la propagacién de
Escherichia coli DH5a vectores

Empleada en el clonaje y la propagacién de
Escherichia coli TOP10 vectores

Empleada para replica los plasmidos

Gateway debido a que es inmune a los

efectos del gen ccdB que se encuenta en el
Escherichia coli DB3.1 casete de Gateway.

Empleada para la transformacidn de plantas

mediante el método de inmersion floral.
Agrobacterium tumefaciens EHA 105 Resistencia a Rifampicina

Empleada para la transformacidn de plantas

mediante el método de inmersidn floral
Agrobacterium tumefaciens GV3101-pMP90 Resistencia a Rifampicina + Gentamicina

Tabla 7. Relacién de cepas bacterianas.

e Medios de cultivo.
Las cepas de E. coli se han crecido en el medio LB mientras que para el crecimiento de
A. tumefaciens se ha utilizado el medio YEB, aunque también crece adecuadamente
pero mas lentamente en el medio LB. La composicion de los medios se indica a
continuacion:
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Medio LB (1L) Medio YEB (1L)
Triptona 10 g Peptona5g
Extracto de levadura 5 g Extracto delevaduralg
NaCl10g Extracto de ternera5 g
Sacarosa5g
MgS04 0,48 g

Tabla 8. Composicion de los medios LB y YEB.

Los medios se han preparado con agua bidestilada-desionizada (MilliQ) y la mezcla se
ha autoclavado a 121°C durante 20 minutos. Cuando se emplean en cultivo sélido en
placa de Petri se ha de afiadir agar bacterioldgico al 1.5% (p/v) antes de autoclavar.

e Antibidticos para restringir el crecimiento bacteriano

Antibiético  Stock Disolvente E.coli  A.tumefaciens
Carbenicilina 100 mg/ml etanol 50% 100 pg/ml

Kanamicina 50 mg/ml  agua 50 pg/ml

Cloranfenicol 20 mg/ml  etanol 50% 20 ug/ml

Gentaminica 200 mg/ml| agua 50 pg/ml
Spectinomicina 100 mg/ml 100 pg/ml

Rifampicina 50 mg/ml  DMSO 25 ug/ml

Tabla 9. Relacién de antibiéticos empleados.

4.2 Métodos de clonaje de genes

4.2.1 PCR

Se han empleado dos enzimas DNA polimerasa distintas segun el uso que se haga del
fragmento amplificado. Asi, para hacer comprobaciones o genotipar, se ha utilizado
una Tag de baja fidelidad, mientras que para clonar el producto de PCR, se ha utilizado
una Taq de alta fidelidad:
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e Polimerasas utilizadas

T2
Enzima comercial extension  Fidelidad
GoTaq® Green Master Mix (Promega) 72°C baja
AccuPrime™ Taq DNA Polymerase, High Fidelity
(Invitrogen) 68°C alta
Tabla 10. Enzimas Taq utilizadas.

e Composicion de la reaccion
Producto [ ]inicial [ ]final volumen

Tampdn de reaccion  10x 1x 3uL
MgCl2 50 mM 1.5mM 1pL
dNTPs 2.5mM (cada) 200 uM 2.4 uL
Oligonucledtido F 10 uM 0.5 uM 1.5 uL
Oligonucledtido R 10 uM 0.5 uM 1.5 uL
Taq (1 U/uL) 1U/pL 1U 1uL
DNA 25 ng/uL 10 ng 0.4 uL
Agua destilada estéril - - 19.2 uL

30 uL

Tabla 11. Composicidn de una mezcla de reaccion de PCR estandar.

e Programa de ciclos

Etapa T2 extension  Tiempo
Desnaturalizacion 94°C 4 min
Desnaturalizacion 94°C 45 sec
Anillado Tm °C 45 sec
Extensidn Text Taq 1 min/Kb
Repetir 30
ciclos
Extension final Text Taq 5 min

Tabla 12. Programa de ciclos de temperatura de una PCR estandar.

4.2.2 Infroduccion de fragmentos de ADN en vectores plasmidicos

e Sistemma TOPO® TAy clonaje por enzimas de restriccion
Este sistema de clonaje se utilizd para la generacidn de la construccion 35S:HY5-GR
[hy5-2], donde se amplificd el gen HY5 junto con dianas de restriccion flanqueantes
para después introducirlo en PCRII.
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Para que la reaccion tenga lugar se ha de mezclar el vector suministrado
(pCRII/pCR2.2) con el producto de PCR fresco en presencia de sales e incubarlo a
temperatura ambiente durante 5 minutos para posteriormente transformarlo en
células competentes de Escherichia coli segun el apartado 3.2.3.

Para el sistema de clonaje convencional es necesaria la digestion de fragmentos y su
posterior ligacion en otros vectores. Para ligar fragmentos de ADN se emplea la enzima
comercial ligasa del fago T4 de Roche.

Componente Volumen
Inserto de ADN ng calculados
Plasmido 40-50 ng
Tampdn 10x 1ul

Ligasa T4 luL(1V)
Agua estéril hasta 10 pL

Tabla 13. Composicion de la ligacion

Para optimizar la reaccion de ligacién se incuba a 4°C durante toda la noche.
Posteriormente se transforma en en células competentes de Escherichia coli.

En nuestro caso, el vector PCRII junto con HY5 se digirid segln el apartado 3.2.4 y se
introdujo mediante ligacion en un vector digerido con enzimas compatibles que ya
poseia el dominio GR clonado (pGreen 0029). Este vector a su vez fue digerido
introduciendo el fragmento HY5-GR en un vector binario pBinAr previamente digerido
mediante ligacion. Este vector se utilizé para transformar plantas hy5-2 por inmersién
floral mediante Agrobacterium.

e Sistema GATEWAY

Este sistema no requiere reacciones de ligacion, sino que utiliza reacciones de
recombinacion muy especificas. Este tipo de clonaje se utilizd para generar las
construcciones 35S:phyB-GFP, 35S:phyB-GFP[hy5-2] vy 35S:HY5-GFP[hy5-2]. Los
productos generados mediante PCR tanto de HY5 como de phyB se flanquearon por las
secuencias reconocidas para la reaccidon de recombinacidn attB y se introdujeron en un
vector pDONOR 207 mediante una reaccion BP obteniendo el pDONOR junto con el
gen de interés (P DONOR Gl). Posteriormente fueron introducidas en un vector pDEST,
en concreto el vector binario pGWB 405 (Nakagawa et al. 2007) mediante una reaccién
LR. Este vector es poseedor de la secuencia de la GFP en el extremo 3’ al sitio de
recombinacién del gen de interés. Este vector se utilizd para transformar plantas col-0
y hy5-2 por inmersion floral mediante Agrobacterium.
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Ambas reacciones BP y LR se realizaron segun las recomendaciones de la casa
comercial Invitrogen:

Componentes volumen
Producto de PCR attB-PCR 1-7 uL
Vector pDONOR 1pL
Buffer TE pH=8 Hasta 8L
BP clonasa 2uL

10 uL

Tabla 14.Reaccion BP

La reaccion BP se incubd durante 1h a temperatura ambiente y posteriormente se
tansformo en células competentes de Escherichia coli.

Componentes volumen
pDONOR (Gl) 1-7 pl
Vector pDEST 1pl
Buffer TE pH=8 Hasta 8L
LR clonasa 2uL

10 uL

Tabla 15.Reaccidn LR.

Para mejorar la eficiencia de la reaccidn se incubaron toda la noche a temperatura
ambiente. Posteriormente estas construcciones se transformaron en células
competentes de Escherichia coli. Estos vectores se utilizaron para transformar plantas
hy5-2 por inmersién floral mediante Agrobacterium.

4.2.3 Transformacion de Escherichia coli

En esta tesis se ha usado la transformacidon de células competentes por choque
térmico.

1. En condiciones estériles afadir a una alicuota de células competentes (descogeladas
en ese momento) la cantidad de ADN necesaria. Si se trata de ADN plasmidico
recuperado por mini-prep 0.5 plL resultan mas que suficientes. Si se trata de una
ligacion se transforman directamente los 10 pL preparados.

2. Dejar reposar en hielo durante 30 min.

3. Aplicar un choque térmico de 42 °C durante 1 min. en un blogue o un bafio.

4. Devolver el tubo al hielo y mantenerlo 5 min. mas.

5. Afiadir 1 mL de medio LB estéril y previamente atemperado a 37 °C.

6. Incubar las células a37 °Cy 180 r.p.m. durante 1h.
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7. Plaquear en LB sdlido (con un antibidtico) para seleccionar las células que
incorporaron la construccion.

8. Incubar toda la noche a 37°C.

9. Al dia siguiente inocular en 5ml de LB junto con los antibidticos pertinentes las
colonias deseadas y incubar toda la noche a 37°C.

Para la obtencion del DNA plasmidico a partir del cultivo crecido, en el laboratorio
hemos usado el sistema comercial “High pure plasmid isolation kit” de Roche. El
protocolo detallado se puede encontrar en el manual del kit.

4.2.4 Digestion con enzimas de restriccién y reaccién Klenow

Este procedimiento ha sido empleado ampliamente a lo largo del trabajo doctoral con
dos finalidades principales: preparar fragmentos de ADN a unir posteriormente
durante un clonaje y como método para la comprobacion de las construcciones
generadas. En el primer caso, y dependiendo del nimero de pasos de la estrategia de
clonaje, se suele digerir en torno a 4 mg de ADN. En el caso de restricciones analiticas,
una digestion de 0.5 ug es suficiente.

Componentes Volumen

Solucién a cortar vol. necesario para digerir entre 0.5-4 ug
Enzima 1 (10U/puL) 1ul

Enzima 2 (10U/pulL) -si se requiere- 1 pulL

Tampdn 10x 1/10 del vol. final

Agua destilada estéril hasta 40 uL

Tabla 16. Mezcla para digerir un fragmento de ADN

La enzima Klenow permite la posibilidad de generar extremos romos a partir de un
extremo inicialmente protuberante. Esta enzima se ha utilizado para introducir el
fragmento HY5-GR en el vector binario pBinAR.

Para llevar a cabo la reaccién se utilizan entre 1-3 ug de DNA, 1U/ug de enzima y se
incubd en presencia del tampon de reaccion (50 mM Tris-HCl (pH 7,2), 10 mM MgSOq,
0,1 mM DTT, 40 uM de cada uno de los desoxinucledtidos fosfato, y 20 pug/mL BSA
acetilada) a temperatura ambiente durante 10 min.

4.2.5 Electroforesis en gel de agarosa y purificacion de bandas

Los fragmentos generados de ADN se pueden visualizar mediante la electroforesis en
gel de agarosa, que se caracteriza por separarlos en funcion de su peso molecular. En
nuestro caso el gel se prepara con tampdn TAE (Tris 40 mM, Acetato 19 mM, EDTA 1
mM) con un 1% de agarosa (p/v), se calienta en el microondas posteriormente, se

139



. MATERIALES Y METODOS

afade una concentracion final de bromuro de etidio de 1 pug/mL. Una vez enfriado
totalmente, se introduce en una cubeta de electroforesis junto con las muestras de
ADN y se administra un voltaje de 70 a 100 V.

Para comparar los tamafios se utiliza un marcador de pesos comercial, 1Kb ladder
(Biotools).

Durante el proceso de clonaje, estos fragmentos especificos se tienen que purificar
para introducirlos posteriormente en otro vector. Para ello, hemos utilizado el sistema
comercial “High pure PCR purification kit” de Roche que permite la purificacion de
fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa.

4.2.6 Secuenciacion

La secuenciacidon se ha realizado mediante el Servicio de Secuenciacién del CRAG
donde emplean un método de secuenciaciéon automadtica basado en el uso de
didesoxinucleétidos por el método de Sanger (Sanger & Coulson 1975).

5. Generacién de plantas transgénicas

5.1 Transformacion de Agrobacterium tumefaciens con la

construccion deseada

1. En condiciones estériles anadir a una alicuota de células competentes
(descongeladas en ese momento) entre 1-2 ug de ADN. Homogeneizar la mezcla y
mantener en hielo durante 20 min.

2. Congelar la mezcla en N, liquido durante 1 min y a continuacién provocar un choque
término incubando la mezcla a 37 °C 5 minutos.

3. Afiadir 1 mL de medio YEB estéril e incubar las células a 28 °C y 200 r.p.m. durante
2h.

4. Plaquear en YEB sélido con los antibidticos propios de la cepa bacteriana utilizada
(Tabla.4) y los antibidticos propios del vector binario a seleccionar.

5. Incubar la placa a 28 °C durante 2-3 dias protegida de la luz hasta que se aprecien
colonias visibles.

Una vez transformadas las células de A. tumefaciens con nuestro vector se puede
realizar la transformacion estable o transitoria de plantas.

5.2. Transformacion transitoria en tabaco.

En nuestro caso, se ha realizado la transformacion transitoria para validar la
construccion y la capacidad infectiva del Agrobacterium antes de realizar la
transformacion estable, asi como para obtener resultados preliminares.
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El procedimiento experimental se detalla a continuacién:

1. Inocular 5 mL de medio YEB liquido (con antibidticos selectivos) a partir de una
colonia transformada (comprobado por PCR que adquirié el vector). Incubar durante
12ha 28 °Cy 200 r.p.m.

2. Inocular 20 mL de medio YEB liquido (con antibidticos selectivos) con 400ul del
precultivo. Incubar durante 12h a 28 °Cy 200 r.p.m.

3. Medir con el espectro fotometro una diluciéon 1:5 del cultivo a 600nm con tal de
determinar la OD del cultivo.

5. Centrifugar 10 min a 4000 r.p.m. a temperatura ambiente.

6. Eliminar el sobrenadante y resuspender el sedimento con suavidad con un volumen
de solucién de agroinfiltracion adecuado para conseguir una OD=1. El volumen de
resuspension se calcula segun:

Volumen del cultivo inicial x OD medida
OD deseada

Volumen de suspension =

La composicidn de la solucidn de agroinfiltracion es:

Solucidn de agroinfiltracion

MgCI2 10 mM
MES 10 mM (pH=6)
Acetosiringona 150 mM (disuleta en DMSO)

Tabla 17. Composicion de la solucion de agroinfiltracién.

7. Incubar durante 2h a temperatura ambiente.

8. Mezclar las suspensiones de A. tumefaciens de cada construccion transformada en
una relacién 1:1.

Se recomienda realizar los mismos pasos descritos también con células de
Agrobacterium que contengan el plasmido pTRANS5’TEV donde se ha clonado el gen
que codifica para la proteina supresora del silenciamiento HC-Pro del potyvirus
Tobacco etch virus. La actividad transitoria de esta proteina ayuda a evitar el
silenciamiento pos-transcripcional inducido por la introduccién de transgenes o genes
viricos de forma transitoria en tabaco.

Por lo tanto, cuando se realizan las mezclas de A. tumefaciens transformado, seria
necesario incluir la suspension de A. tumefaciens con HcPro en relacién 1:1.

Las plantas de tabaco a agroinfiltrar deben tener entre 3-5 semanas y estar libres de
inflorescencias. El momento dptimo de agroinfiltrado es de hecho justo antes de que

las plantas florezcan. Las hojas mas adecuadas para transformar son de entre todas las
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de tamafio grande, las tres mas jovenes. El proceso consiste en inyectar de forma muy
lenta la suspensién de Agrobacterium a través de la superficie abaxial de las hojas,
entre la cuticula y la epidermis, mediante una jeringa de 1mL sin aguja.

5.3 Transformacion estable de Arabidopsis mediante

Agrobacterium

1. Crecer 3-5 plantas por tiesto (didmetro 9 cm) bajo un fotoperiodo de dia corto
durante un minimo de 16 dias para potenciar el crecimiento vegetativo

2. Pasarlas a una cdmara de dia largo donde se inicie la fase reproductiva y por tanto la
floracién.

3. Esperar 2 semanas y cuando se observen los primeros primordios florales cortar el
tallo por la base. De esta forma aseguramos el maximo niumero de flores con botones
florales cerrados y sin fecundar. Para simplificar el proceso de escrutinio posterior de
semillas transformadas se recomienda cortar y eliminar el maximo de silicuas formadas
y flores en estadio post-antesis posible.

La transformacion se ha realizado segun el protocolo de inmersion floral (Clough &
Bent 1998):

1. Inocular 5 mL de medio YEB liquido (con antibidticos selectivos) a partir de una
colonia transformada (comprobado por PCR que adquirid el vector). Incubar durante
dos dias a 28 °Cy 200 r.p.m.

2. Inocular 500 mL de medio YEB liquido (con antibidticos selectivos) con 2ml del de
precultivo. Crecer el cultivo durante un diaa 28 °Cy 200 r.p.m.

3. Centrifugar 10 min. a 4000g a temperatura ambiente.

4. Eliminar el sobrenadante y resuspender el sedimento con suavidad en 300 mL de
una solucion estéril de sacarosa al 5% (p/v).

5. Afiadir 90 uL del agente surfactante Silwet-77 (0.02% -v/v-) a la suspensién celular y
homogeneizar bien.

6. Colocar la esta solucién de agroinfiltracion en un vaso de precipitados e introducir
las plantas boca debajo de tal forma que no se moje el sustrato y que queden
totalmente sumergidos los botones florales. Esperar 5 min.

7. Colocar las plantas recién transformadas horizontalmente sobre papel secante en una
bandeja. Cubrir la bandeja con film de plastico transparente para retener humedad y
dejarla en una cdmara de crecimiento en penumbra durante dos dias.

8. Cuando se observe como las inflorescencias se curvan en busca de la luz se puede
eliminar el plastico y devolver las plantas a la posicidn vertical para que acaben su ciclo de
crecimiento (y podamos recoger todas las semillas).
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e Seleccidon de plantas de Arabidopsis transgénicas homocigotas para el transgen
La planta madre transformada se denomina To. De todas las semillas obtenidas en la
generacion Ty, solo algunas incorporaran el transgen (aquellas donde se haya
transformado el gametofito femenino). En las que resulten positivas, el transgen se
podrd haber incorporado una o varias veces en el genoma.

Para seleccionar los individuos que hayan incorporado el transgen se utiliza el
marcador de seleccion presente en el T-DNA insertado determinada por el vector
binario utilizado.

1. Sembrar el maximo numero de semillas transformadas T1 en un medio con el
herbicida determinado por el vector binario utilizado . A los 10-15 dias seremos
capaces de diferenciar la presencia de plantas resistentes, aquellas que sean capaces
de desarrollar hojas verdaderas.

2. Transferir los individuos resistentes a macetas para que completen su ciclo
bioldgico, se autofecunden y produzcan semillas (T2).

3. Sobre la generacion T2 se analiza el numero de copias de T-DNA que se han
incorporado al genoma. Para ello se siembran 100 semillas en placas de medio con el
herbicida utilizado anteriormente y se observa el porcentaje de individuos T2
resistentes. Las lineas que segregan en una proporcion mendeliana 1:3
(sensibles:resistentes) se escogen ya que presentan una Unica copia del transgen en el
genoma de la planta.

4. Unos 10 individuos con las caracteristicas descritas anteriormente se trasladan a
macetas para completar su ciclo y obtener semillas (T3).

5. Por ultimo, para seleccionar lineas uniformes en cuanto al caracter de resistencia al
herbicida (y homocigotas para el transgen) se tiene que confirmar que todas las
semillas descendientes de una planta T2 (generacidn T3) sean resistentes al marcador.

6. Genotipado de lineas mutantes de Arabidopsis

6.1 Extraccién de ADN gendmico para genotipar

Se recomienda partir de poca cantidad de material vegetal previamente congelado a -
80 °C. El protocolo consta de los siguientes pasos,

1. Recoger 10 plantulas o si se parte de planta adulta, una hoja de la roseta es
suficiente.

2. Congelar a-809C

3. Introducir el material congelado en un tubo Eppendorf y triturarlo con ayuda del
Tissuelyser.

4. Anadir rapidamente 400 ml del tampdn TENS (Tabla 18) y mezclar de forma suave
para homogeneizar la mezcla.
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5. Centrifugar a 13.000 r.p.m. durante 5 min a temperatura ambiente. Transferir el
sobrenadante a tubo nuevo evitando recoger los restos del tejido.

6. Precipitar el ADN con isopropanol volumen 1:1 e incubar durante 30 min a
temperatura ambiente.

7. Centrifugar a 13.000 r.p.m. durante 15 min. a temperatura ambiente.

8. Eliminar el sobrenadante con cuidado y lavar el sedimento con 500 pL de etanol
70%.

7. Centrifugar a 13.000 r.p.m. durante 5 min a temperatura ambiente. Eliminar el
sobrenadante vy dejar secar el pellet a temperatura ambiente. De forma alternativa
puede secarse durante 15 minutos en el speedvac a temperatura ambiente.

8. Resuspender el ADN en 30-50 pL de agua estéril. Conservar a -20 °C.

Tampon TENS
Tris-HCI 200 mM (pH=7)
NaCl 250 mM

EDTA 25 mM

SDS 0.5%

Tabla 18. Composicion del tampdn TENS

6.2 Método de genotipado de linias mutantes de Arabidopsis

Los individuos de las lineas mutantes por insercién de T-DNA se han genotipado como
homocigotos, heterocigotos o acigotos para el T-DNA mediante PCR con
oligonucleétidos propios del elemento insertado y de la regidon gendmica que flanquea
al lugar de insercién del mismo. El disefio de oligonucledtidos se ha determinado
gracias a las instrucciones descritas en la pagina web del instituto SALK
(http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html). Por otra parte, por ejemplo en el caso del
mutante aba2 donde hay una deleccién de 53 pb en el gen ABA2 (Cheng et al. 2002),
se han disefiado oligonucledtidos flanqueantes al punto de deleccién para asi
determinar mediante electroforesis si el gen esta o no truncado.

7. Generacion de dobles mutantes

Durante esta tesis se han realizado doble mutantes como hy5-2 psy-1, hy5-2 hdr-1,
hy5-2 dxs-1, hy5-2 lut2, hy5-2, hy5-2 hds-3, hy5-2 gun5-1. Para realizar el cruce de
mutantes se ha utilizado siempre como planta madre el mutante hy5-2 y como plantas
padres, dadores de polen los mutantes psy-1, hdr-1, dxs-1, lut2, gun5-1. Con tal de
asegurar que los ovarios a cruzar fuesen receptivos a la fecundacién pero que no
estuviesen autopolinizados con anterioridad, se escogieron 2-3 flores jévenes
inmediatamente antes de la antesis (cuando los pétalos se abren). Con ayuda de unas
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pinzas se esmacularon y se pusieron en contacto con el polen de una flor en un estadio
de post-antesis del otro mutante a cruzar mediante un frotamiento suave.

Una vez acabado el proceso, se eliminan el resto de capullos florales, flores y frutos
(silicuas) de la inflorescencia para favorecer que el cruce reciba un aporte suficiente de
nutrientes para la formacion de las semillas. Es recomendable cubrir la inflorescencia
con un papel albal transparente durante un par de dias para evitar pérdidas de polen,
asi como de preservar su humedad. Si la fecundacién ocurre con éxito, se acabara
desarrollando un silicua con las semillas que seran F1. Mediante el genotipado se
propagaran hasta conseguir plantas azigotas (mutantes) para ambos alelos. En el caso
de los dobles mutantes hy5-2 psy-1, hy5-2 hdr-1, hy5-2 dxs-1, debido a que en
homozigosis para psy-1, hdr-1, dxs-1 resultan albinas y sin capacidad de reproducirse,
se conservaron los dobles mutantes como azigotos para hy5-2 y hererozigotos para
psy-1, hdr-1, dxs-1. De tal forma que para realizar la caracterizacién de estos dobles
mutantes se seleccionaron las plantas albinas que resultan de la segregacion del alelo
mutante psy-1, hdr-1, dxs-1.

8. Determinacion de niveles de transcritos

8.1 Exiraccidon de ARN

Para la extraccion del ARN se ha utilizado el kit comercial PureLink® RNA Mini Kit de
Ambion (de purificacion por columna) y se ha seguido el protocolo detallado en el
manual.

En nuestro caso el material después de ser recogido, se congelé en nitrégeno liquido y
se triturd gracias al tissue lyser de Qiagen. Para eliminar el posible DNA gendmico que
se pueda extraer en conjunto con el RNA, se ha realizado un tratamiento de DNAsa
comercial Purelink® DNase Set de Ambion aplicandolo en la misma columna del kit.

8.2 Cuantificacion de ARN

Para cuantificar la cantidad de ARN se ha utilizado el espectrofotometro NanoDrop
1000 de Thermo Sicentific a 260 nm. Un valor de DO=1 corresponde aproximadamente
a 50 pug/mL de DNA y a 40 50 ug/mL de RNA. La pureza de los 4cidos nucleicos se ha
determinado segln la tabla siguiente:

Relacion Indica Valor ideal
260/280  contaminacion con proteinas 2 (ARN), 1.8 (ADN)
260/230 contaminacidn con solventes orgdnicos 1.8-2.2 (ambos)

Tabla 19. Relaciones para cuantificar la pureza de los acidos nucleicos tras su extraccion.
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8.3 RT-PCR.

La composicién estandar de la mezcla de reaccion de RT-PCR y el programa de
temperatura (segun el protocolo del kit de Roche “Transcriptor First Strand cDNA
synthesis”) son los siguientes:

Producto [ Jinicial [ 1final volumen
RNA molde 1 mg de RNA total hasta 12 uL
Oligonucledtido poliT 10 uM 0.5 uM 1l
Agua destilada estéril hasta 13 uL
10 min a 65 °C
Tamon de reaccidn 5x 1x 4 uL
dNTPs 2.5mM (cada) 1mM 2uL
Protector inhibidor de RNAsa 40 U/uL 20U 0.5 uL
Agua destilada estéril 20 U/uL 10U 0.5 uL
20 puL
lha45°C
5mina85°C

Tabla 20. Composicidn de la mezcla y programa de temperatura de la reaccion de RT-PCR.

8.4 PCR cuantitativa

Esta técnica permite la cuantificacion del producto acumulado en cada ciclo de
amplificaciéon mediante la generacion de una sefal fluorescente, directamente
relacionada con la sintesis de nuevas moléculas de 3acidos nucleicos. Para ello, el
agente reportero mas usado es el reactivo SYBR Green I, un fluroréforo capaz de unirse
al surco menor del ADN de doble cadena de tal manera que el aumento en la sefial
fluorescente es proporcional al aumento de productos de la reaccién de PCR.

Las reacciones de PCR se han realizado en el equipo Roche Light Cycler ® 480. La
mezcla de reaccién y el programa de PCR empleados son:

Mezcla de reaccion de

qPCR

SYBR Green | master MIX 10l
Oligonucledtido F (300 nM) 0.6 ml
oligonucledtido R (300 nM) 0.6 ml
cDNA molde (50 ng molde) 1ml

agua 7.8 ml

Tabla 21. Composicion de la mezcla de reaccién de qPCR.
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Etapa T2 extension  Tiempo
Activacion 95°C 10 min
Desnaturalizaciéon 95 °C 10 seg
Anillado 60 °C 30 seg

Repetir 45 ciclos

Tabla 22. Programa de qPCR.

El andlisis de los resultados se ha hecho mediante una cuantificacion relativa. En este
calculo se realizan dos normalizaciones:

1. Se normaliza el nimero de copias del gen de estudio (E) respecto a las de un gen de
referencia o normalizador (N). Los niveles de expresion del gen normalizador deben
ser estables en las condiciones del estudio que se quiera realizar. Nosotros hemos
usado el gen UBC (Czechowski et al. 2005).

2. Se normaliza en niumero de copias de la muestra desconocida con respecto a un
control no tratado, un tiempo 0 o un individuo silvestre

La expresion relativa (ER) se calcula a partir de la siguiente féormula (Pfaffl 2001),
ER:EEACt/ENACt

ACt = Cteontrol — Ctdesconocida

donde Ct es aquel ciclo de amplificacién (C) en el que el valor de la sefal fluorescente
esta significativamente por encima del ruido de fondo (del inglés “threshold cycle”, Ct)
y Eg, Ex hacen referencia a la eficiencia de la reaccion de amplificacion de los genes de
estudio (E) y normalizador (N).

9. Determinacién de niveles de proteina

9.1 Extraccion de proteinas

Para la extraccion de proteinas de HY5-GFP se ha realizado el siguiente protocolo:
1. Recoger aproximadamente 100 mg de tejido fresco en un eppendorff de 2ml y
congelar la muestra en N, liquido
2. Triturar las muestras con el equipo Tissue Lyser (Qiagen) -sin dejar que la muestra se
descongele en ninglin momento hasta conseguir u polvo fino y uniforme.

Condiciones: 2 ciclos de triturado de 45” cada uno a una frecuencia de 29 Hz
3. Aiadir un volumen de 100 pL de tampdn de extraccion (Tabla 23). Mezclar y
reservar en hielo 5 minutos
4. Centrifugar la suspensién a 13000 r.p.m 5 min a 4 °C.
5. Descartar el pellet y recuperar el sobrenadante en un nuevo tubo.
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6. Reservar una pequefia alicuota de la extraccién para realizar la cuantificacion por
braddford y el resto resuspenderlo en tampdn de carga 4x (Tabla 24) de tal forma que
todo el extracto tenga tampdn de carga 1x. De esta forma las proteinas se mantienen
mas estables durante meses a -209C y se previene su precipitacion debida a la
congelacion y descongelacion de las muestras.

Tampon de extraccion de proteinas

Ethylene glycol 50%

Tris HCl pH 8.5 100 mM
(NH,); SO, 150 mM
EDTA 150 mM
NaHSO; 60 mM
DTT 1mM
PMSF 100 pg/ml
E64 3 ug/ml

Protease inhibitor cocktail (Sigma) 20 pg/ml
H,O0 destilada

Tabla 23 Composicion del tampon de extraccion de proteinas

Tampon Carga 4x

Tris -HCI (6,8) 250 mM
2-Mercaptoetanol 4%

SDS 8%(p/v)
Glicerol 40 %(v/v)

Azul de Bromofenol  0,02% (p/v)

Tabla 24 Composicion del tampon de carga de proteinas

9.2 Determinacion de la cantidad de proteina total

La determinacion de la cantidad de proteina total se realizd segun la instrucciones del
fabricante mediante el reactivo comercial Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad
Laboratories). Se cuantificaron 2 pl de extraccion de proteinas por muestra y por
triplicado en un volumen final de 1ml.

9.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida

La composicion de los dos geles que conforman el gel de electroforesis SDS-PAGE
(Sodium DodecylSulfate PoliAcrilamide Gel Electrophoresis), se basa en la addicion de
la mezcla comercial de acrilamida/ bisacrilamida en funciéon del tamafio del poro
deseado, ademads de persulfato amédnico (APS) vy tetrametilendiamina (TEMED) que
inducen la polimerizacién del gel. En nuestro caso, por el tamafio de HY5-GFP
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realizamos un gel separador con un 15% de acrilamida/ bisacrilamida (Tabla 25),
utilizando el sistema de geles (Mini-Protean Il. Bio-Rad).

Antes de cargar la muestra (que se encuentra ya en Tampon de carga x1), la
descongelamos a temperatura ambiente durante 5 minutos en agitacion y la
desnaturalizamos durante 5 min a 95°C, posteriormente realizamos un “spin” en la
centrifuga.

Finalmente, sabiendo la concentracién de la proteina por Bradford y teniendo en
cuenta la dilucién realizada con el tampdn de muestra, calculamos el volumen
necesario para cargar los ug de proteina total deseados. Para igualar volimenes entre
muestras se debe utilizar Tampdn de muestras 1X. De esta forma, todas las muestras
estardan con la misma concentracion de tampdén de muestra (1X). El tampdn de
electroforesis utilizado se describe en la Tabla 26. El voltaje aplicado fue de 100 V
durante alrededor de 1h 30 min.

Preparacion de un gel de poliacrilamida

Gel Separador (15%) Gel Concentrador

H,O destil-lada 2812 ul H,O destil-lada 2870 pl
Ac/Bis (40%) 2585 ul Ac/Bis (40%) 500 ul
Tris Hcl 1'5M 1950 pl Tris Hcl 1'5M 500 pl
SDS 5% 100 pl SDS 5% 40 pl
APS 10%( "/v) 50 ul APS 10%( */v) 40 pl
TEMED 3ul TEMED 4l
TOTAL 7500 pl TOTAL 4000 pl

Tabla 25. Composicion del gel de poliacrilamida

Tampon Electroforesis

Tris —HCI 0,25 M
Glicina 1,92 M
SDS 1% (p/v)

Tabla 26. Composicion del tampdn de electroforesis

Por ultimo, para determinar la carga de proteina total de cada muestra, se tifieron los
geles mediane coomassie R-250 durante 15 min en agitacion y temperatura ambiente.
Para desteifiirlos, se utilizé la solucién de destefiido (Tabla 27).
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Tincion por Coomassie Solucion de desteinido

Coomassie R-250 0,2 % (p/v) Metanol 20-40 % (v/v)
Etanol 40 % (v/v) Acido acético 10 % (v/v)
Acido acético 10 % (v/v) Agua Hasta 100 %
Agua 50 % (v/v)

Tabla 27. Composicidon de las soluciones para tefiir por coomassie y desteiiir.

9.4 Western-blot

La transferencia de proteinas se ha realizado mediante el sistema Trans-Blot Semi-dry
Transfer Cell (BioRad) y hemos utilizado la membrana de transferencia de PVDF
(Hybond-p, Amersham Biosciences) que requiere de una previa activacion durante 5
segundos con metanol.

Para conseguir una transferencia completa de las proteinas se ha aplicado un amperaje
de 12-15 mA durante 45 minutos con el tampdn de transferencia 1x descrito en la
Tabla 28.

Tampon Transferencia 10x

Tris 140 g
Glicina 30g
Agua hasta 1L
Metanol 10%

Tabla 28. Composicién del tampdn de transferencia

Una vez finalizada la transferencia, se recupera la membrana y se procede a su
incubacién con el anticuerpo primario (a-GFP) y el anticuerpo secundario, que es capaz
de reconocer el anticuerpo primario y a su vez lleva unida la enzima peroxidasa de
rabano.

1. Realizar un lavado de la membrana con tampdn PBS 5 minutos.

2. Bloquear la membrana: incubar la membrana con PBS + TWEEN20 al 0,05% (v/v) +
10% leche desnatada en polvo 1h con agitacion suave.

3. Incubar la membrana durante toda la noche a 4°C con agitacidn suave con de PBS +
TWEEN 0.05% +Leche 5% a la que se le afiade el anticuerpo primario (en nuestro caso,
diluido 1:1000).

4. Lavar la membrana con PBS-TWEEN 0.05% en (5ml) durante 5 minutos (x3)

5. Incubar durante 1h a temperatura ambiente con solucién PBS + TWEEN 0.05%
+Leche 5% a la que se le afiade un anticuerpo secundario a la dilucion establecida
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6. Lavar con solucién de PBS-TWEEN 0.05% durante 5 minutos (x3).

7.Para el revelado se ha utilizado el reactivo comercial ECL+Plus segun las instrucciones
del fabricante

8. Para la deteccidn y tratamiento de la sefial quimioluminiscente generada se utilizo el
sistema LAS4000° de Fujifilm.

9.5 Cuantificacion de senal bioluminiscente

Para la determinacidn de la cantidad de proteina se ha utilizado el software Imagel y
se han relativizado los valores asociados a la intensidad de la banda a los valores
asociados a la intensidad de la banda control (en nuestro caso, se trata de una banda
gue no varia en funcién del tratamiento con inhibidor y se encuentra en todas las
muestras).
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10. Inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP)

Para la inmunoprecipitacion de la cromatina se ha utilizado una variante del protocolo
del laboratorio de Rob Martienssen.

10.1 Crosslink de la muestra vegetal

Con tal de obtener suficiente tejido se han sembrado por cada muestra 3 o 4 placas
cuadradas de 10 cm x 10 cm que contienen un total de 100 pl de semillas/ placa.

1. Recoger el tejido en falcons de 50 ml después de 7 dias de crecimiento.

2. Realizar un saquito de Miracloth e introducir las plantulas dentro de este.

3. Introducir el saquito dentro de un vaso de precipitados de 1L que contenga agua
MilliQ estéril y 1% formaldehido preparado en el momento. Preparar a 4°C y a partir
de aqui siempre trabajar en frio.

4. Aplicar el vacio durante 15 min a 800mbar (x2). Remover entre vacio y vacio

5. Parar la reaccion de crosslink afiadiendo una concentracién adicional de glicina hasta
0.125M y aplicar el vacio 5 minutos mas.

6. Lavar el saquito con agua milliQ estéril (x3)

7. Secar bien el saquito posandolo sobre papel absorbente hasta que deje de mojarlo.
8. Congelar con nitrégeno liquido y pulverizar. La cantidad ideal de material
pulverizado tiene que ser de almenos 5ml por muestra. En este punto se puede
congelar el material vegetal a -80 °C hasta su posterior extraccion.

10.2 Preparacion de los Dynabeads

Se han utilizado las dynabeads unidas a la proteina A de Thermo Fisher Scientific que
se caracterizan por ser facilmente recuperables en presencia de un soporte imantado.
Esta caracteristica resulta muy prdctica tanto a nivel de rapidez como de rendimiento
en la recuperacion de la proteina unida al ADN. Todos los tampones utilizados tienen
gue ser estériles y tienen que estar frios antes de su uso. Conviene trabajar a partir de
ahora a 4°C.

1. Preparar 25 pl de dynabeads por muestra en eppendorf de 2ml. Es muy importante
tener en cuenta que para cada muestra, se realizard un control negativo con
dynabeads pero sin incubar con el anticuerpo, con lo que es necesario preparar el
doble de tubos con dynabeads. Este control es importante, pues nos determinara la
union inespecifca de los dynabeads al ADN.

2. Lavar las beads con el tampdn de dilucién del ChIP (Tabla 29) (x3). Para este paso no
es necesario utilizar el tampdn con los inhibidores de proteasas anadidos.

3. Diluir el anticuerpo en el tampdn de dilucion del ChIP. En nuestro caso, para el
anticuerpo o-GFP que hemos utilizado, se ha realizado una diluciéon 1:1000 (20 ng
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anticuerpo/ ml) en un volumen total de 100 pl por muestra. Recordar, incubar con
tampodn sin anticuerpo los controles negativos. Para este paso no es necesario utilizar
el tampodn con los inhibidores de proteasas afiadidos.

4. Incubar toda la noche a 4°C.

Tampodn de dilucion del ChiIP

Triton X-100 1.1%
EDTA 1.2 mM
Tris-HCl pH 8 16.7 mM
NaCl 167 mM
PMSF 0.1mM

Protease inhibitor
e 20 pg/ml
cocktail (Sigma)

Tabla 29. Composicion del tampodn de dilucién del ChIP

10.3 Extraccion de la muestra vegetal

Todos los tampones utilizados tienen que ser estériles y el B-mercaptoetanol y los
inhibidores de proteasas tienen que afadirse en el momento de su utilizaciéon. Todos
los tampones tienen que estar frios antes de su uso. Conviene trabajar a partir de
ahora a 4°C.

1. ARadir por cada 5ml de muestra pulverizada 30 ml del tampdn de extraccién 1
(Tabla 24) sin esperar a que se descongele la muestra. Mediante inversidon
homogeneizar la muestra y esperar 5 min en hielo.

2. Filtrar la solucién por miracloth (x2) a un nuevo falcon de 50 ml.

3. Centrifugar a 4000 r.p.m a 4 °C durante 20 minutos.

4.Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 1ml de tampdn de extraccion 2
(Tabla 24). Transferir la solucién a un eppendorf de 1.5 ml.

5. Centrifugar a 12.000 g durante 10 min a 4°C.

6. Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 300 pl de tampdn de
extraccién 3 (Tabla 24)

7. En un nuevo eppendorf afiadir 300 pl de tampdn de extraccién 3 y poco a poco
hacer caer con la pipeta el pellet resuspendido del paso 6 sobre él con tal de hacer un
gradiente. De esta forma tendremos un volumen final de 600 pl.

8. Centrifugar durante 1h a maxima velocidad. Y preparar el tampdn de lisis nuclear
(Tabla 24). Reservar a temperatura ambiente, ya que este tampdn precipita en frio.

9. Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet con suavemente con ayuda de la
pipeta en 300 pl de tampdn de lisis nuclear (en total junto con el volumen del pellet
seran 350 pl). Reservar una alicuota de 1 o 2 ul para tenerla como control antes del
sonicado.
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10. Sonicar (30 sec x 6 veces). Reservar una alicuota de 1 o 2 pl para comprobar el
sonicado mediante un gel de agarosa. A partir de aqui la cromatina se puede congelar
a-20°C.

11. Alicuotar los 350 pl de cada muestra en 3 partes y colocarlas en un nuevo
eppendorf. De esta forma tendremos tres eppendorfs por muestra con 100 ul cada
uno rotulados como: Imput, + anticuerpo y - anticuerpo.

12. Guardar el eppendorf perteneciente al Imput a -20°C.

13. Realizar una dilucién 1:10 en los eppendorf rotulados + anticuerpo y - anticuerpo
con el tampdn de dilucién del ChIP (con los inhibidores de proteasas afadidos). De esta
forma se diluird el 1% SDS a 0.1% SDS.

14. Lavar los dynabeads (previamente incubados con o sin anticuerpo) con tampon de
dilucién del ChIP (x3)

15. Introducir los 1000 ul de cada eppendorf donde corresponda. Y incubar toda la
noche a 4°C.

Tampon de lisis

Tampdn de extraccion 1 | Tampon de extraccion 2 | Tampdn de extraccion 3 nuclear
Sucrosa 0.4M Sucrosa 0.25M Sucrosa 1.7M Tris-HCIpH8 50 mM
Tris-HCl pH 8 10 mM Tris-HCl pH 8 10 mM Tris-HCIpH8 10 mM SDS 1%
MgCl, 10 mM MgCl, 10 mM MgCl, 2mM EDTA 10mM
B-mercapto 5mM Triton X-100 1% Triton X-100 0.15%

EDTA 1ImM EDTA 1mM

B-mercapto 5mM B-mercapto 5mM
PMSF 0.1mM [ PMSF 0.1 mM PMSF 0.1 mM PMSF 0.1 mM
Protease Protease Protease Protease
inhibitor inhibitor inhibitor inhibitor
cocktail cocktail cocktail cocktail
(Sigma) 20 pg/ml | (Sigma) 20 pg/ml | (Sigma) 20 pg/ml (Sigma) 20 pg/mi

Tabla 30. Tampones de extraccion de la muestra vegetal para ChlIP.

10.4 Lavados y elucion del ADN

1. Preparar el tampdn de elucién (Tabla 31) y dejar a T2 ambiente. Precipita en frio. Los
tampones para lavado tienen que estar en frio y ser estériles. No es necesario anadir
inhibidores de proteasas a estos.

2. Unir los dynabeads al iméan y lavar dos veces usando la secuencia de tampones
descrita a continuacion. Usar 1ml de cada uno por cada lavado y realizar los lavados a
4°C con agitacion (preferiblemente utilizar una noria). Dejar que los dynabeads se unan
entre lavado y lavado.

3. Lavar con el tampdn de bajo contenido en sal (Tabla 31). (x2) 5min.
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4. Lavar con el tampdn de alto contenido de sal (Tabla 31). (x2) 5min.

5. Lavar con el tampdn de lavado LiCl (Tabla 31). (x2) 5min.

6. Lavar con el tampdn TE (10mM Tris-HCI pH8, 1ImM EDTA) (x1) 5 min.

7. Eluir los inmunocomplejos anadiendo 250 pl de tampdn de Elucion. Mezclar por
inversion y incubar a 65°C durante 15 min con agitacion suave.

8. Dejar que las dynabeads se unan al iman y transferir el sobrenadante a un nuevo
tubo. Repetir el paso 7 y combinar los dos eluidos (Vf=500 ul).

9. Afadir 20 pl de NaCl 5M al eluido para revertir el crosslink a 65°C durante toda la
noche con agitacion suave. Ademas descongelar las muestras de imput, afiadir tampdn
de elucién hasta 500 pl, afiadir 20 pul de NaCl 5M y poner a 65 °C durante toda la noche
junto con el resto de muestras.

Tampdn de Tampdn de bajo Tampdn de alto
Elucién contenido en sal contenido en sal Tampdn de lavado LiCl
SDS 1% NacCl 150 mM NacCl 500 mM LiCl 0.25M
NaHCO; 0.1M SDS 0.1% SDS 0.1% NP-40 1%
Sodium

Triton X-100 1% Triton X-100 1% deoxycholate 05¢g
EDTA 2 mM EDTA 2mM EDTA 1mM
Tris-HCl pH 8 20 mM Tris-HCIpH8 20 mM Tris-HCI pH 8 10 mM

Tabla 31. Tampones para el lavado de los dynabeads

10.5 Recuperacién del ADN

1. Anadir 10 pl de 0.5M EDTA, 20 pl Tris-HCl pH 6.5, y 2 pl de 10mg /ml proteinasa K al
eluido y incubar a 45 °C durante 1h en agitacién suave.

2. Recuperar el ADN. Afiadir la misma cantidad de fenol/cloroformo, vortear y
centrifugar durante 5 min. Transferir la parte superior a un nuevo tubo y afiadir +26 pl
Kac (2.5M), 2 volumenes de etanol y 2 pl de glicgeno. Dejar a -20 °C durante almenos
2h. Es preferible toda la noche.

3. Centrifugar a 4°C durante 30 minutos y después lavar los pellets con etanol 70% y
dejar secar a temperatura ambiente. También se puede evaporar utilizando el
speedvac programado a temperatura ambiente.

4. Resuspender los pellets con 50 pl de agua.

Para cada muestra, la PCR cuantitativa se realizé utilizando 2 pl DNA correspondiente
al Imput, 2ul DNA correspondiente a la muestra con anticuerpo (+AB) y 2 ul DNA
correspondiente a la muestra sin anticuerpo (-AB) utilizando los oligonucledtidos
cubriendo los sitios de unidon de HY5 (Tabla 6). Posteriormente, con tal de normalizar
cada una a su Imput, se determind el % imput de la muestra +AB y de la muestra -AB.
Finalmente se realizo el ratio del (% imput muestra +AB)/ (% imput muestra -AB). De
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esta forma se normalizaron todas las muestras respecto a su imput y al control -,
obteniendo su enriquecimiento.

11. Cuantificacion de pigmentos

Para el protocolo de cuantificacion de pigmentos mediante espectrofotometria o
mediante HPLC es necesario mantener las muestras en frio y en oscuridad para
preservar la estabilidad de los carotenoides y evitar procesos de fotooxidacién. En
funcién de la precision requerida en la cuantificaciéon de pigmentos se han utilizado
dos métodos diferentes de cuantificacion.

11.1 Espectrofotometria

1. Recoger 50mg de muestra vegetal en un eppendorf de 2ml y congelar en nitrégeno
liquido. Pesar exactamente el contenido de cada muestra.

2. Pulverizar la muestra con Tissue Lyser manteniéndola congelada y afiadir 250 pl de
MeOH

3. 10 minutos en agitacién a 4°C

4. Anadir 300 pl de Tampén 1 (Tris-HCI 0.05M pH 7.5 NaCl 1M)

5. 10 minutos en agitacion a 4 °C

6. Afladir 600 pl de cloroformo

7. 5 minutos en agitacién a 4°C

8. Centrifugar 5 minutos a 13000rpm a 4 °C

9. Extraer la parte organica (parte de abajo) y pasarla a otro eppendorf

10. Secar en el Speed Vac

11. Resuspender en 1000 pl de acetona

12. Medir la absorbancia de las muestras bajo las longitudes de onda de 663nm y 647
nm (clorofilas, Cl) y 472 nm (carotenoides, CRTs). En el caso de que los valores sean
superiores a 0.8 querra decir que hay una saturacién en la cantidad de senal, con lo
qgue serd necesario diluir la muestra % con acetona con tal de tener una medida mas
fiable.

El contenido de pigmentos fotosintéticos se calculd a partir de las siguientes
ecuaciones (Lichtenthaler, 1987). Los resultados obtenidos se representan en mg de
clorofilas o carotenoides por mg de tejido freso.

Cly= 12.25 Aggs- 2.79 Agay
Clp= 21.50 Aga7- 5.10 Ages
Clasp= 7.15 Agss- 18.71 Agay
CRTs= (1000 A7o- 1.82 Cl, — 85.02 Cl,)/198
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11.2 HPLC- DAD

El protocolo utilizado esta basado en el desarrollado por (Fraser et al., 2000)

1. Triturar la muestra vegetal en mortero con nitrégeno liquido hasta pulverizarla.

2. Liofilizar el material vigilando que no se descongele y aplicando un vacio de 0.01 atm
durante toda la noche.

En nuestro caso hemos partido por una parte de material liofilizado proveniente de
material vegetal verde y también proveniente de plantas albinas debido al tratamiento
con inhibidores. En el primer caso, hemos partido de 4mg de material liofilizado y en el
segundo de 8 mg y en ambos casos se ha apuntado exactamente el peso para tenerlo
en cuenta para calculos posteriores.

Para calcular la eficiencia de la extraccion se afadid a todas las muestras una cantidad
equivalente del carotenoide cantaxantina (Fluka) que no se produce en las plantas y se
utiliza como patron interno. El contenido de carotenoides en las plantulas albinas es
mucho mas pequefio que el de los tejidos fotosintéticos por tanto la cantidad de
cantaxantina afiadida, que debe estar a una concentracién del orden de la cantidad de
carotenoides a analizar, fue diferente. Se prepard una disolucién de una concentracién
de 0.12 mg/mL (1.2 mg de cantaxantina en 10 mL de CHCIs) y se afiadieron 50 L a las
muestras de tejido fotosintético (6 pg de cantaxantina) y 50 pL de una dilucién 1:200
de la solucion anterior al material albino (0.03 pg de cantaxantina). La extraccion se
realizd segun el siguiente protocolo:

3. Pesar 4 mg de material liofilizado verde o 8 mg de material albino.

4. Afadir 400 pul de metanol y cantaxantina (350 mL metanol y 50 mL de la disolucién
de cantaxantina a la concentracién pertinente mezclados previamente).

5. Mezclar con agitacién vigorosa durante 10 min.

6. Anadir 400 pl de una solucién Tris-HCI 50 mM pH 7.5 NaCl 1M.

7. Mezclar con agitacién vigorosa durante 10 min.

8. Anadir 400 pl de CHCls.

9. Mezclar con agitacién vigorosa durante 10 min.

10. Centrifugar a 13.000 r.p.m. durante 5 min.

11. Recuperar el volumen de la fase organica (donde se extrajeron los carotenoides y
las clorofilas), que por la densidad del cloroformo queda en la parte inferior, evitando
la interfase.

12. Evaporar hasta sequedad el disolvente en un “Speed Vac”.

13. Resuspender el residuo seco en un volumen de 200 pul (tejido verde) o 100 pl
(tejido albino o de raiz) de acetato de etilo (AcEt). Se puede vortear la muestra para
asegurarnos de que todo quede disuelto en el disolvente.

14. Filtrar la solucidn y pasarla a los viales de HPLC. De la misma manera que para las
muestras, preparar varios viales con 50 ul de cantaxantina en 100 o 200 pul de Ackt. El
método de HPLC se describe en (Rodriguez-Concepcion et al., 2004). El contenido de
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cada carotenoide (CRT) o clorofila se calculdé segun las siguientes ecuaciones y se
indican en ng de analito entre mg de tejido liofilizado.

area pico CRT
14.47

area pico cantaxantina (muestra)

area pico cantaxantina (patron)

x Vacetato etilo

ng CRT =

area pico clorofila
9.031

area pico cantaxantina (muestra)

area pico cantaxantina (patroén)

x Vacetato etilo

ng clorofila =

11.3 Determinacion de niveles de clorofila “in vivo”

En el caso de muestras donde por cuestiones técnicas ni podiamos obtener material
suficiente como para realizar la extraccidn de pigmentos convencional, se optd por
tener una aproximacién de los niveles de pigmentos teniendo en cuenta la
autofluorescéncia de la clorofila mediante microscopia confocal.

Para ello, se realizaron almenos fotografias de la zona abaxial de los cotiledones de
almenos 8 plantas diferentes por cada tratamiento. Las fotografias se realizaron a la
misma distancia, intensidad del laser y con el mismo zoom. La autofluorescencia de la
clorofila se detectd con un filtro LP590 tras la excitacién con luz verde a 568 nm. De
forma que mediante el programa Fluoview propio del equipo de Olympus pudimos
seleccionar la misma ROl y determinar el ruido de fondo a eliminar, siempre el mismo
en todas las fotografias. De esta forma, el programa indica la intensidad total de cada
fotografia y se puede determinar la concentracion relativa de clorofila de una muestra
respecto a otra.

12. Imagen y Microscopia

12.1 Lupa

Para examinar de forma rapida las linias transgénicas generadas tanto 35S:HY5-GFP
como 35S:PhyB-GFP se utilizé la lupa binocular de fluorescencia Leica DC250 al maximo
aumento con el filtro que permite visualizar la proteina GFP.

12.1 Microscopia laser confocal

Para todas las muestras de microscopia mostradas en la tesis, la preparacién de la
muestra se hizo a partir de plantulas enteras crecidas durante 7 dias. El montaje de la
muestra se realizd depositando una plantula en el portaobjetos junto con una gota de
agua y después presionando ligeramente con el cubreobjetos.
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Parte de las fotografias presentadas en esta tesis se realizaron con el microscopio
Olympus FLUOVIEW FV1000, en concreto las de la contruccién 35S:PhyB-GFP en
presencia o ausencia de ABA. Las muestras se observaron con un objetivo de 60X
compatible con agua. La autofluorescéncia de la clorofila se detectd con un filtro LP590
tras la excitacion con luz verde a 568 nm vy la sefial de la GFP se deteremind a partir de
la excitacion con 488 nm usando una ventana de emision de 495 a 535 nm.

En el caso de la visualizacion de la inactivacion del phyB-GFP en la construccion
35S:phyB-GFP y 35S:phyB-GFP [hy5-2] a lo largo del tiempo utilizamos el equipo
Olympus BX60 FLUOVIEW FV300 del laboratorio de Akira Nagatani, con un laser de
excitacion de argdn de 488 nm. Visualizamos primero las muestras en luz W y se
realizaron fotografias de la parte superior del hipocotilo. A continuacién se sometieron

a un pulso de FR (735 nm con una intensidad de 60 Umol/m2/s) durante 5 min y se

mantuvieron en oscuridad. Para realizar fotografias totalmente en oscuridad se enfocé
la parte superior del hipocotilo mediante un filtrp verde (con tal de no fotoactivar el
phyB con la luz de transmisién) y se programé el microscopio para realizar 3 imagenes
secuenciales de diferentes planos focales en total oscuridad (con tal de no fotoactivar
el phy-B). Una vez la muestra era fotografiada una vez, no se podia fotografiar de
nuevo, debido a que el laser del microscopio inducia la fotoactivacién del phyB.

12.3 . Fotografia

Se utilizé la cdmara Nikkon D7000 acoplada a los objetivos AF-S NIKKON 18-70 mm
1:3.5- 4.5G y AF-S MICRO NIKKON 105 mm 1:2.8G para fotografiar y mostrar el
fenotipo de todas las lineas de Arabidopsis estudiadas en esta tesis, asi como para la
posterior medida de la longitud del hipocotilo mediante el programa Imagel.
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Carotenoids are photosynthetic pigments essential for the protection against excess light. During deetiolation, their production is
regulated by a dynamic repression-activation module formed by PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR1 (PIF1) and
LONG HYPOCOTYL5 (HY5). These transcription factors directly and oppositely control the expression of the gene encoding
PHYTOENE SYNTHASE (PSY), the first and main rate-determining enzyme of the carotenoid pathway. Antagonistic modules
also regulate the responses of deetiolated plants to vegetation proximity and shade (i.e. to the perception of far-red light-enriched
light filtered through or reflected from neighboring plants). These responses, aimed to adapt to eventual shading from plant
competitors, include a reduced accumulation of carotenoids. Here, we show that PIF1 and related photolabile PIFs (but not
photostable PIF7) promote the shade-triggered decrease in carotenoid accumulation. While HY5 does not appear to be required
for this process, other known PIF antagonists were found to modulate the expression of the Arabidopsis (Arabidopsis thaliana)
PSY gene and the biosynthesis of carotenoids early after exposure to shade. In particular, PHYTOCHROME-RAPIDLY
REGULATED], a transcriptional cofactor that prevents the binding of true transcription factors to their target promoters,
was found to interact with PIF1 and hence directly induce PSY expression. By contrast, a change in the levels of the transcriptional
cofactor LONG HYPOCOTYL IN FAR RED1, which also binds to PIF1 and other PIFs to regulate shade-related elongation responses,
did not impact PSY expression or carotenoid accumulation. Our data suggest that the fine-regulation of carotenoid biosynthesis in

response to shade relies on specific modules of antagonistic transcriptional factors and cofactors.

During their lifetime, plants are exposed to large
variations in the quantity and quality of the incoming
light that eventually determine their growth and de-
velopment. Strong sunlight sometimes overwhelms the
photosynthetic capacity of plants and, hence, leads to
the production of highly reactive oxygen species that
can potentially damage photosynthetic and cell struc-
tures. To cope with this danger, plant chloroplasts
accumulate carotenoids, photoprotective compounds
that channel energy away from chlorophylls and pro-
tect against reactive oxygen species and free radicals
(Niyogi, 1999; Domonkos et al., 2013). On the other
hand, photosynthesis and growth can be heavily com-
promised by the shading of nearby plants that compete
for light. Phytochromes, a family of plant photoreceptors,
are able to perceive changes in light quality associated
with crowded (i.e. high-density) plant environments
and to rapidly transduce them into changes in gene
expression aimed to anticipate and avoid shading
by overgrowing neighboring plants (i.e. promoting
elongation growth), readjusting photosynthetic me-
tabolism (i.e. decreasing the production of chlorophylls
and carotenoids), or launching reproductive develop-
ment (Franklin, 2008; Martinez-Garcia et al., 2010; Casal,
2013; Gommers et al., 2013).

Although regulating carotenoid biosynthesis and
accumulation is central for plants to successfully adapt
to changes in light quantity and quality, our under-
standing of how light cues regulate the accumulation of
these essential metabolites is still limited (Ruiz-Sola and
Rodriguez-Concepcidn, 2012). A first level of regulation
of carotenoid accumulation in plants is the control of
the transcription of biosynthetic genes. Recent reports
have shown that the expression of the Arabidopsis
(Arabidopsis thaliana) gene encoding PHYTOENE
SYNTHASE (PSY), the first and main rate-determining
enzyme of the carotenoid pathway (Ruiz-Sola and
Rodriguez-Concepcion, 2012), is under the direct control of
two transcription factors involved in the transduction of
light signals: PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR1
(PIF1) and LONG HYPOCOTYL5 (HY5; Toledo-Ortiz
etal., 2010, 2014). PIF1 is a basic helix-loop-helix (P HLH)
protein that, like other members of the so-called PIF
quartet (formed by PIF1, PIF3, PIF4, and PIF5, collec-
tively referred to as PIFq), accumulates in the dark and is
degraded in the light (Leivar et al., 2008a; Leivar and
Quail, 2011). By contrast, HY5 belongs to the basic Leu
zipper (bZIP) family, accumulates in the light, and is de-
graded in the dark (Lau and Deng, 2010). PIFq and HY5
act antagonistically for a broad set of responses (Kami et al.,
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2010; Lau and Deng, 2010; Leivar and Quail, 2011; Chen
etal., 2013), including the control of PSY expression and
carotenoid biosynthesis (Toledo-Ortiz et al., 2010,
2014). PIF1 (repressor) and HY5 (activator) were dem-
onstrated to bind to the same G-box motif in the pro-
moter of PSY, forming a dynamic repression-activation
transcriptional module that provides robustness in re-
sponse to light but also to temperature cues (Toledo-
Ortiz et al., 2014).

The combination of positive and negative regulators
also appears to be instrumental in the responses of
plants to shade (i.e. to light signals generated by the
presence of nearby vegetation; Franklin, 2008; Martinez-
Garcia et al., 2010; Casal, 2013). When sunlight is filtered
through leaves or reflected from the surface of neigh-
boring plants, the red light wavelengths of the spectrum
are preferentially absorbed and the resulting light be-
comes enriched in far-red light. The reduction in the red
light-far-red light ratio (R:FR) caused by plant proximity
or canopy shade displaces the photoequilibrium toward
the inactive form of phytochromes, hence inducing the
so-called shade-avoidance syndrome (SAS) in shade-
intolerant species like Arabidopsis and most crops. The
four PIFq members and the photostable PIF7 protein
have been demonstrated to directly contribute to the SAS
(Lorrain et al., 2008; Hornitschek et al., 2012; Leivar et al.,
2012; Li et al., 2012; Sellaro et al., 2012). Exposure to low
R:FR promotes PIFq protein accumulation (Lorrain et al.,
2008; Leivar et al., 2012) and binding of PIF7 to its target
promoters (Li et al., 2012). Based on their role in pro-
moting elongation, all PIFs are considered as positive
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regulators of the SAS (Lorrain et al., 2008; Leivar et al.,
2012; Lietal., 2012). A decrease in the R:FR also triggers the
production of negative regulators of hypocotyl elongation,
including PHYTOCHROME-RAPIDLY REGULATED1
(PAR1), its paralog PAR2, and LONG HYPOCOTYL IN
FAR RED1 (HFR1). These are helix-loop-helix proteins
that lack a proper DNA-binding domain and act as
transcriptional cofactors (Hornitschek et al., 2009;
Galstyan et al., 2011, 2012): that is, they regulate gene
expression by heterodimerizing with true bHLH tran-
scription factors. For example, both PAR1 and HFR1
interact with PIFs and prevent their binding to their
target promoters (Hornitschek et al., 2009; Hao et al.,
2012; Shi et al., 2013). This dynamic balance of positive
(PIFs) and negative (PAR1 and HFR1) regulators of the
SAS was proposed to function as a gas-and-brake
mechanism that prevents an excessive elongation in
response to the initial low R:FR signal (Sessa et al., 2005;
Roig-Villanova et al., 2007). Although a role for HY5 in
the SAS has been proposed in plants grown under
prolonged low R:FR (Sellaro et al., 2011; Ciolfi et al.,
2013), the relevance of the antagonistic PIFq-HY5
module in the response to plant proximity remains to
be determined.

Whereas the main output response of the SAS studied
to date is elongation growth in seedlings, low R:FR
also triggers a reduction in the levels of photosynthetic
pigments (including carotenoids) in seedlings and adult
plants (Roig-Villanova et al., 2007; Patel et al., 2013).
Here, we investigated to what extent PIFs and their
known antagonists in the control of light responses
regulate carotenoid biosynthesis, and particularly PSY
expression, in response to plant proximity signals.

RESULTS AND DISCUSSION

PIFq Proteins Repress PSY Gene Expression and
Eventually Carotenoid Biosynthesis under
Simulated Shade

Treatment of Arabidopsis plants with low R:FR re-
sults in a fast increase in the level of PIFq proteins
(Lorrain et al., 2008; Leivar et al., 2012) and a decreased
accumulation of chlorophyll and carotenoid pig-
ments (Roig-Villanova et al., 2007; Patel et al., 2013;
Supplemental Fig. S1). To investigate whether PIFs
participated in the control of carotenogenesis in
response to shade, we used Arabidopsis wild-type
(ecotype Columbia) plants, a knockout allele (pif7-2)
impaired in PIF7 function (Leivar et al., 2008a), and a
quadruple mutant line (pifg) defective in all four PIFq
proteins (Leivar et al., 2008b). After germination and
growth for 2 d under continuous white light (W),
seedlings were either left under W or exposed to far-
red light-supplemented white light (W+FR; a treatment
referred to as simulated shade) for another 5 d. At day 7,
W and W+FR samples were collected to quantify the
accumulation of total carotenoids (Fig. 1). Treatment
with simulated shade led to decreased carotenoid accu-
mulation in wild-type plants but had no effect on the pifg
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Figure 1. Carotenoid and PSY transcript levels in wild-type and PIF-
defective plants exposed to simulated shade. A, Carotenoids quantified
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mutant (Fig. 1A). By contrast, the pif/-2 mutant showed a
virtually wild-type phenotype in terms of carotenoid
accumulation under both W and W+FR (Fig. 1A). The
higher carotenoid content in W-grown pifg plants is
consistent with the proposed role for PIFq proteins
as repressors of carotenoid biosynthesis (Toledo-Ortiz
et al., 2010), whereas the lack of response to simulated
shade indicates that PIFq activity is required to repress
carotenoid accumulation in response to low R:FR (W+FR).
These results together suggest that PIFq proteins, but not
PIF7, are negative regulators of carotenoid biosynthesis
both before and after the shade signal is perceived.

Our previous work indicated that one of the mecha-
nisms by which PIFq proteins control carotenogenesis
is the direct repression of the transcriptional activity of
the PSY gene (Toledo-Ortiz et al., 2010). To investigate
the relevance of PIFg-mediated changes in PSY ex-
pression for the regulation of carotenoid biosynthesis in
response to plant proximity light signals, the levels of
both PSY transcripts and total carotenoids were quan-
tified in W-grown wild-type and pifg seedlings at dif-
ferent time points after treatment with W+FR at day 7.
Consistent with Figure 1A, a decline in carotenoid
levels was observed in wild-type plants after exposure
to simulated shade, whereas no significant (P < 0.05)
changes occurred in the pif§ mutant even after 24 h of
W+FR illumination (Fig. 1B). PSY transcripts also de-
clined in wild-type plants after transferring them to
simulated shade (Fig. 1C). A virtually identical profile
of PSY gene expression was observed in the pif7-2
mutant (Fig. 1C). By contrast, pify mutant plants
showed higher levels of PSY transcripts under W, as
anticipated (Toledo-Ortiz et al., 2010), and a repro-
ducible increase in PSY expression early (1 h) after
W+ER exposure. At later time points, PSY transcript ac-
cumulation decreased to levels similar to those of wild-
type plants (Fig. 1C), an unexpected finding based on
the absence of changes in the levels of carotenoids ob-
served in pifg seedlings (Fig. 1B). A possible explanation
is that PSY protein stability is increased or its degra-
dation rate is decreased in a PIFg-defective back-
ground. Another possibility is that high PIFq activity in
wild-type plants grown under low R:FR eventually
results in a reduced accumulation of carotenoids in a

in wild-type (WT), pifg, and pif7-2 seedlings grown for 2 d under W and
then either left under W (white bars) or transferred to W+FR (gray bars)
for an additional 5 d. B, Carotenoids measured in wild-type and pifg
seedlings grown for 7 d under W and then treated with W+FR for
the indicated times. C, Quantitative reverse transcription-PCR (qPCR)
analysis of PSY transcript levels in wild-type and pifg seedlings grown as
described in B. The UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME (UBC) gene
(At5g25760) was used for normalization. Values are shown relative to those
in W-grown wild-type samples and correspond to means and sp of bio-
logical triplicates (n = 3). The mean values for total carotenoid levels in
W-grown wild-type samples were 111.03 ug g ' fresh weight (A) and 119.14
ug g~ fresh weight (B). Asterisks in A and B mark statistically significant
differences (P < 0.05) relative to W-grown plants. In C, W+FR exposure led
to statistically significant differences (P < 0.05) in transcript levels relative to
untreated (0-h) samples for all the genes and genotypes tested.
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PSY-independent manner. Consistently, PIFq proteins
are known to repress the development of chloroplasts
and photosynthetic structures (Leivar et al., 2008b;
Leivar and Quail, 2011; Zhang et al., 2013), hence de-
creasing carotenoid storage capacity. We conclude that
PIFq (but not PIF7) proteins repress PSY early after
treatment with simulated shade, whereas at later stages,
they repress carotenoid accumulation by mechanisms
that do not necessarily rely on controlling PSY expression.

HY5 Is Not Required for the Shade-Triggered
Down-Regulation of Carotenoid Biosynthesis

Because the combination of negative and positive
regulators has been found to be instrumental in the SAS
responses (Franklin, 2008; Martinez-Garcia et al., 2010;
Casal, 2013), we next aimed to identify positive regu-
lators of carotenoid biosynthesis that could counter-
balance the negative role of PIFq proteins. The first
selected candidate was HY5, because this transcription
factor has been shown to act antagonistically with PIFq
proteins in a number of physiological processes, in-
cluding light-regulated elongation growth and carote-
noid biosynthesis (Kami et al., 2010; Lau and Deng, 2010;
Leivar and Quail, 2011; Chen et al., 2013; Toledo-Ortiz

Regulation of Carotenoid Biosynthesis by Shade

etal., 2014). In agreement with the described role of HY5
in repressing hypocotyl elongation in the light, wild-type
plants grown under W showed shorter hypocotyls
than the HY5-defective SALK_056405 line (Oh and
Montgomery, 2013), here referred to as hy5-2 (Fig. 2).
Also consistent with the proposed role of HY5 as an in-
ducer of PSY expression and carotenoid biosynthesis,
mutant 1y5-2 plants showed significantly (P < 0.05) re-
duced levels of PSY transcripts (Fig. 2B) and carotenoids
(Fig. 2C) under both W and W+FR compared with the wild
type. But since wild-type and hy5-2 plants had very similar
responses to simulated shade in terms of hypocotyl elon-
gation, PSY expression, and carotenoid accumulation
(Fig. 2), we conclude that HY5 is not required for the
developmental (i.e. hypocotyl elongation) or the metabolic
(i.e. carotenoid biosynthesis) responses to our W+ER treat-
ment. In particular, the described repression-activation
module formed by PIFq and HY5 proteins might not be
relevant to regulate PSY expression in response to W+FR.

PAR1 Is a Positive Regulator of PSY Gene Expression and
Carotenoid Accumulation during the SAS

Besides HY5, other negative (i.e. antagonistic) regu-
lators of PIF activity and SAS elongation responses are

A B Figure 2. Contribution of HY5 to shade-triggered re-
12 1.2 sponses. A, Hypocotyl elongation response in wild-
ow type (WT) and hy5-2 seedlings grown for 2 d under W
OW-FR = and then either kept in W (white bars) or transferred to
10 1 1:0 W+FR (gray bars) for another 5 d. Hypocotyl length
£ * was measured using the Image) software (http://rsb.
E 8 _P O 08 info.nih.gov/) on digital images. Columns represent
-%) % means and sb of n = 2 independent experiments, each
S ~ 0.6 containing more than 30 seedlings of every genotype
= 67 5; per treatment. B, qPCR analysis of PSY transcript
%’ Q 0.4 levels in wild-type and hy5-2 seedlings grown for 7 d
8 4 ' under W and then treated with W+FR for the indicated
e ) % times. C, Carotenoid levels in seedlings grown as
T 0.2 described in A. The mean amount in W-grown wild-
2 1 type samples was 105.74 ug g~ ' fresh weight. D, HY5
0.0 T T T T transcript levels in the samples described in B. Values
0 r 0 2 4 6 8 in B to D are shown relative to those in W-grown wild-
WT hy5-2 Time under W+FR (h) type samples and correspond to means and sp of bi-
C D ological triplicates (n = 3). Asterisks mark statistically
1.2 1.8 significant differences (P < 0.05) relative to W-grown
ow plants.
210 |Fy (2WFR il T
5 —T 1.4 1
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% 08 —P * 8 L
S _I_ 3 1.0 [
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A PAR1 and HFR1 (Sessa et al.,, 2005; Roig-Villanova
6 et al., 2006, 2007; Hornitschek et al., 2009). But unlike

HY5 expression, which only slightly increases at late
time points (8 h) following W+FR treatment (Ciolfi
et al., 2013; Fig. 2D), the expression of PAR1 and HFR1
is induced soon (1 h) after exposure to low R:FR (Fig. 3).
4 A Under our experimental conditions, PAR1 transcript
levels peak early (1 h) after the W+FR treatment (Fig.
3 - 3A), similar to that observed for PSY transcripts in the
pifg mutant (Fig. 1C), whereas HFR1 expression in-
creases steadily when plants are transferred to simu-
2 4 lated shade (Fig. 3B). Interestingly, an increase in PAR1
activity in transgenic plants producing the PAR1-GFP
1 ¢ fusion protein (Roig-Villanova et al., 2007) results in
increased PSY transcript levels compared with un-
transformed plants (Fig. 3C). By contrast, no changes in
0 T l T T PSY expression were observed when HFR1 function

0 2 4 6 8 was up-regulated in lines producing a GFP-tagged

; version of a truncated HFR1 protein (here referred to

B Time under W+FR (h) as GFP-AN_HFR1) previously shown to be more stable
25 than the full-length protein and highly active in vivo
(Galstyan et al., 2011). Consistent with these results,
analysis of carotenoid levels showed increased contents
in plants with enhanced PARI1 levels, but not in those
with higher HFR1 activity, relative to untransformed
controls (Fig. 3C). Therefore, we conclude that PSY
gene expression and carotenoid biosynthesis are posi-
tively regulated by PAR1 but not by HFR1. When
exposed to simulated shade, lines overproducing PAR1-
GFP showed no changes in carotenoid levels and a
strongly attenuated down-regulation of PSY transcript
levels (Fig. 4). These results confirm a positive role for
PARI1 in the regulation of PSY gene expression and
carotenoid accumulation during the SAS. Moreover,
the similar carotenoid-related phenotypes observed in
0 7 T T T T lines with down-regulated PIFq levels (pif§ mutant) or
0 2 4 6 8 up-regulated PAR1 levels (PAR1-GFP-overexpressing

: lines) compared with the wild-type controls (compare

Time under W+FR (h) Figs. 1 andl:zl) further supports thtglc)onclusion that P&Rl

1.6 and PIFq proteins antagonistically contribute to the
O carotenoids control of carotenoid accumulation both under normal
" = light conditions and in response to shade. This antag-
1.4 1 @ PSYtranscripts X I oﬁistic effect, however, wai not observed in the dalgk
(Supplemental Fig. S1). Comparison of carotenoid

PAR1/UBC

HFR1/UBC

1.0 1

H
{1
'_.

Figure 3. Contribution of PART and HFR1 to the control of PSY ex-
pression and carotenoid biosynthesis. A, Levels of PART transcripts
0.8 quantified by qPCR analysis of RNA samples from wild-type seedlings
grown for 7 d under W and then treated for the indicated times
with W+FR. B, Levels of HFRT transcripts in the samples described in A.
0.6 - Values in A and B are represented relative to those before the simulated
shade treatment (0 h). Average and sp values of n = 3 independent
samples are shown. C, Carotenoid levels (white bars) and PSY tran-
0.4 T T script abundance (gray bars) in plants producing the fusion proteins
WT GEP- PAR1- GFP-AN_HFR1 and PART-GFP and in wild-type controls (WT) grown
under W for 7 d. Values are shown relative to those in wild-type samples
AN_HFR1 GFP (the mean carotenoid amount was 112.84 ug g~ fresh weight) and
correspond to means and sp of n= 3 independent samples. Asterisks mark
statistically significant differences (P < 0.05) relative to wild-type plants.
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Figure 4. Carotenoid accumulation and PSY expression in plants with
increased PART levels. A, Carotenoids measured in wild-type (WT)
plants and transgenic lines overexpressing a GFP-tagged PAR1 protein
(PAR1-GFP). Plants were grown for 7 d under W and then treated with
W-+FR for the indicated times. The mean carotenoid level in W-grown
wild-type plants was 105.17 ug g~' fresh weight. B, PSY transcript
levels quantified by qPCR analysis of RNA samples from the plants
described in A. Values are shown relative to those in W-grown wild-type
samples and correspond to means and sp of n =3 experiments. Asterisks
mark statistically significant differences (P < 0.05) relative to W-grown
plants.

levels in etiolated seedlings of wild-type, pifg, and
PAR1-GFP-overexpressing lines showed wild-type
levels in the transgenic seedlings, whereas the absence
of PIFq proteins in the mutant resulted in increased
carotenoid levels, as reported previously (Toledo-Ortiz
et al., 2010). A possible explanation is that, opposite
to PIFq proteins, PAR1-GFP is degraded in darkness
(Zhou et al., 2014).
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PAR1 Can Interact with PIF1 and Prevent Its Binding to the
PSY Promoter to Directly Induce Gene Expression

Both PAR1 and HFR1 directly regulate gene expres-
sion by heterodimerizing with true bHLH transcription
factors such as PIFs to prevent their binding to the
promoters of target genes (Hornitschek et al., 2009;
Carretero-Paulet et al., 2010; Galstyan et al., 2011; Hao
et al., 2012; Cifuentes-Esquivel et al., 2013; Shi et al.,,
2013). In particular, HFR1 has been shown to interact
with PIF1 and PIF3 in vitro and in the yeast two-hybrid
(Y2H) assay (Fairchild et al., 2000; Bu et al., 2011),
whereas coimmunoprecipitation and bimolecular
fluorescence complementation (BiFC) assays demon-
strated its interaction with PIF1, PIF4, and PIF5 in vivo
(Hornitschek et al., 2009; Shi et al., 2013). PAR1 was
recently shown to bind to PIF4 in vivo to prevent its
binding to DNA for transcriptional activity (Hao et al.,
2012). To test whether PAR1 could also interact with
PIF1, the main repressor of PSY (Toledo-Ortiz et al.,
2010), we carried out two complementary assays, Y2H
and BiFC, using HFR1 as a positive control (Fig. 5;
Supplemental Fig. S2). The Y2H assay showed a clear
interaction between PAR1 and PIF1 (Fig. 5A), whereas
BiFC experiments performed by microbombarding leek
(Allium ampelloprasum) epidermal cells confirmed that
PAR1 binds PIF1 in the nucleus (Fig. 5B). Together,
these results show that PAR1 can physically interact
with PIF1 in vivo.

To next determine whether the interaction of PAR1
and PIF1 could modulate PSY expression in response to
shade, chromatin immunoprecipitation assays were
carried out using double transgenic Arabidopsis lines
constitutively producing the fusion proteins PAR1-GR
and TAP-PIF1 (Fig. 6). PAR1-GR, a fusion of PAR1
to the glucocorticoid receptor (GR), was previously
shown to be biologically active when targeted to the
nucleus upon treatment of transgenic plants with dex-
amethasone (DEX), a synthetic glucocorticoid (Roig-
Villanova et al., 2007; Fig. 6A). The TAP-PIF1 protein
contains a tandem affinity purification (TAP) tag with
nine copies of the MYC repeat that allows immuno-
precipitation of PIF1-bound chromatin regions using an
anti-MYC serum (Toledo-Ortiz et al., 2010, 2014). After
germination and growth for 2 d under W, double
transgenic seedlings were either left under W or exposed
to W+ER for another 5 d in the presence or absence of
DEX. Atday 7, samples were collected and protein-DNA
complexes formed by TAP-PIF1 were immunoprecipi-
tated. Enriched DNA sequences were then quantified
by qPCR using primers that amplified the PIF1 target
sequence on the PSY promoter (Toledo-Ortiz et al,
2010). As shown in Figure 6B, W+FR treatment resulted
in a higher (P < 0.05) proportion of immunoprecipitated
PIF1-bound PSY promoter sequences. Therefore, it is
likely that an enhanced accumulation of the PIF1 protein
under simulated shade conditions results in enhanced
binding to the PSY promoter. Moreover, treatment with
both W+FR and DEX caused a reduction in the level of
immunoprecipitated PSY promoter sequences compared
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Figure 5. Interaction of PART with PIF1 in vivo. A, Y2H assay of the
indicated proteins fused to the activation domain (AD) or the binding
domain (BD) of GAL4. Mating cells (positive transformants) were se-
lected on synthetically defined medium (SD) lacking Leu and Trp (SD-
LT), whereas protein-protein interactions were assessed on medium that
also lacked His (SD-HLT). Proteins p53 and SV40 are known to interact
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with samples treated only with W+FR (Fig. 6B). These
results show that increased PAR1 levels in the nucleus
interfere with PIF1 binding to the PSY promoter (Fig. 6A).
Because PIF1 is a repressor of PSY expression (Toledo-
Ortiz et al., 2010), PAR1 would then act as a positive
regulator of PSY expression, consistent with the increased
levels of PSY transcripts observed in light-grown PAR1-
GFP-overexpressing lines (Figs. 3C and 4B).

To further confirm that PAR1 directly activates PSY
expression by preventing the binding of transcriptional
repressors like PIF1 and likely other PIFq proteins to the
promoter, we used transgenic Arabidopsis lines pro-
ducing the PAR1-GR protein in a genetic background in
which PIFq proteins were either present (wild type) or
absent (pifg). As shown in Figure 6C, treatment of
W-grown PAR1-GR seedlings with DEX for 4 h resulted
in a significant (P < 0.05) increase in PSY transcript
levels compared with untreated plants, whereas no
changes were detected in pifg PAR1-GR seedlings. This
result confirms that PSY expression can be up-regulated
when PART1 levels increase in the nucleus and that this
response requires the presence of PIFq proteins. More-
over, treatment of PAR1-GR plants with the protein
synthesis inhibitor cycloheximide had no effect on the
DEX-mediated increase of PSY transcript levels (Fig. 6C).
Together, our data support the conclusion that PAR1
directly activates PSY gene expression by forming het-
erodimers with PIF1 and likely other PIFq proteins that
repress PSY expression, hence preventing the binding of
these transcription factors to their target sequences in the
PSY promoter (Fig. 6A).

Specific Interactions of PAR1 and HFR1 with Distinct
Subsets of Transcription Factors Might Control Different
SAS Responses

Because both PAR1 and HFR1 can bind to PIF1 (Fig. 5;
Supplemental Fig. 52) and other PIFq proteins but only
PAR1 regulates PSY gene expression and carotenoid
biosynthesis in plants (Fig. 3C), it can be speculated that
the PAR1-PIF and HFR1-PIF interaction modules might
somehow unleash different signaling pathways that
eventually regulate common sets of responses (such as
those causing hypocotyl elongation) but also specific
ones (like carotenoid biosynthesis). It is also possible that

and were used as a positive control. B, BiFC assay of the indicated
proteins fused to the N-terminal domain (YN) or the C-terminal domain
(YC) of yellow fluorescent protein (YFP). Leek cells were cobombarded
with plasmids to express the indicated fusion proteins and an additional
vector producing the DsRed protein as a marker of cells expressing the
microbombarded constructs. The top row shows the DsRed fluores-
cence, the middle row shows the fluorescence of reconstituted YFP
(indicative of a positive interaction of YN and YC fusions), and the
bottom row shows the bright-field images of the same area. Proteins
MEDEA (MEA) and FERTILIZATION-INDEPENDENT ENDOSPERM (FIE),
known to interact in both the nucleus and the cytoplasm of plant cells
(Bracha-Drori et al., 2004), were used as a positive control. A negative
empty plasmid control is also shown in the right column. Additional
controls are shown in Supplemental Figure S2. Bars = 20 um.
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Figure 6. PAR1 is a direct positive regulator of PSY expression. A,
Proposed model for the direct regulation of PSY gene expression by PIF1
and PART. PIF1 is unstable under high R:FR (W) but accumulates under
low R:FR achieved by simulated shade (W+FR) treatment, eventually
binding to the PSY promoter to repress it. However, when PART1 levels
are high (e.g. when nuclear translocation of the chimeric PART-GR
protein is promoted by DEX treatment), interaction with PIF1 prevents
its binding to the promoter and PSY expression increases. B, Chromatin
immunoprecipitation assay of the influence of PART on PIF1 binding to
the PSY promoter. Double transgenic lines producing the fusion pro-
teins TAP-PIF1 and PAR1-GR were grown for 2 d under W and then
either left under W (white column) or exposed to W+FR for another 5 d
in the presence (black column) or absence (gray column) of DEX.
Chromatin immunoprecipitation was carried out using an anti-MYC
antibody recognizing the tandem affinity purification tag. A nonanti-
body control sample was processed in parallel in each case. Immuno-
precipitated DNA was analyzed by gPCR using specific primers
covering the PIF1-binding motif in the PSY promoter. Results are rep-
resented relative to W-grown samples after normalization with the
nonantibody control. Columns represent means and sp of biological
triplicates. C, Single transgenic plants expressing only the PART-GR
fusion in a wild-type or a PIF-defective (pifq) background were grown
for 7 d under W and then treated (+) with DEX, cycloheximide (CHX),
and/or mock solutions (—). Samples were collected 4 h after treatment
to quantify PSY transcript levels. Values are shown relative to those in
mock-treated PART-GR (wild-type) samples and correspond to means
and sp of biological triplicates (n = 3). Asterisks mark statistically sig-
nificant differences (P < 0.05) relative to mock samples.

PAR1 and HFR1 might differentially interact with other
bHLH transcription factors that could further contribute
to provide the observed specificity in terms of SAS re-
sponses. As a first step to understand the molecular
mechanism behind the differential role of PAR1 and
HFR1 on the regulation of PSY expression and carote-
noid biosynthesis, we aimed to compare the profiles of
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transcription factors that could potentially interact with
these transcriptional cofactors. First, we searched for
bHLH family proteins among those identified in a
previous Y2H screening for PAR1-interacting partners
(Cifuentes-Esquivel et al., 2013). As shown in Supplemental
Table S1, 28 partners of PAR1 were found in eight of the
12 subfamilies described for bHLH proteins (Heim et al.,
2003; Fig. 7). The interaction of PAR1 with individual
members of subfamilies VII (PIF4 and HFR1), VIII (PAR1
and PAR?2), and XII (BRASSINOSTEROID ENHANCED
EXPRESSIONT1 [BEE1], BEE2, and BEE3) has been ex-
perimentally confirmed (Carretero-Paulet et al., 2010;
Hao et al., 2012; Cifuentes-Esquivel et al., 2013). Ad-
ditionally, previous work showed that PAR1 can also
interact with other bHLH proteins not identified in this
screen, including the atypical non-DNA-binding protein
PACLOBUTRAZOL RESISTANCEL1 (PRE1; Hao et al.,
2012) and the subfamily V member BESI-INTERACTING
MYC-LIKE1 (BIM1; Cifuentes-Esquivel et al., 2013),
suggesting that the variety of bHLH targets of PAR1

A 24
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Figure 7. Differential roles for PART and HFR1 during the SAS. A,
Number of members of each bHLH subfamily found to interact with
PAR1, HFRT1, both transcription cofactors, and none of them (N.L.) in
Y2H experiments. B, Model for antagonistic transcriptional modules
regulating SAS responses. Low R:FR up-regulates the activity of tran-
scription factors like PIFq and PIF7 and the expression of transcription
cofactors like PART and HFR1 (in boldface). Repression-activation
modules formed by the indicated proteins thus modulate the induction
of genes required for elongation growth and the repression of genes
involved in carotenoid accumulation (including PSY).
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action might be even wider than that unveiled by the
Y2H screen.

A similar Y2H screening for HFR1-interacting part-
ners identified only six bHLH proteins, all of them be-
longing to subfamily VII (Supplemental Table S2). They
include all four PIFq proteins, previously shown to be
able to heterodimerize with HFR1 (Fairchild et al., 2000;
Hornitschek et al., 2009; Bu et al., 2011; Shi et al., 2013).
Y2H screenings identified only one bHLH protein
(PIF5) as a common target for PAR1 and HFR1 (Fig.
7A). However, other PIFq proteins (PIF1 and PIF4) have
been found to also be able to interact with both tran-
scriptional cofactors (Hornitschek et al., 2009; Hao et al.,
2012; Shi et al., 2013; Fig. 5; Supplemental Fig. S2).
Nevertheless, the results suggest that HFR1 might be
much more target specific than PAR1. The observation
that HFR1 appears to preferentially bind PIFs (i.e.
members of its own subfamily) whereas PAR1 interacts
with PIFs but also with a wide variety of other bHLH
proteins (Fig. 7A) suggests that the impact on PSY ex-
pression and carotenoid accumulation caused by in-
creasing the levels of PAR1 (but not HFR1) might be
further mediated by non-PIF bHLH transcription fac-
tors that interact with PAR1 but not with HFR1. Con-
sistent with this conclusion, the peak in PARI gene
expression observed early (1 h) after W+FR treatment
(Fig. 3A) correlates with a similar up-regulation of PSY
transcript levels in the absence of PIFq proteins (i.e. in
the pifg mutant; Fig. 1C). Identifying specific non-PIFq
PSY repressors antagonized by PAR1 upon hetero-
dimerization, however, will require further work.

CONCLUSION

Our data show that PIFq proteins (but not PIF7) are
repressors of PSY expression and carotenoid biosyn-
thesis both under W and in response to shade (Fig. 1).
Besides stimulating PIF activity, low R:FR perception
results in a strong up-regulation of genes coding for
SAS antagonists, including the transcription cofactors
PARI1 and, later, HFR1 (Sessa et al., 2005; Roig-Villanova
etal., 2006, 2007; Hornitschek et al., 2009). HFR1 does not
appear to regulate PSY expression or carotenoid bio-
synthesis (Fig. 3). By contrast, PAR1 promotes carote-
noid biosynthesis and directly induces PSY expression
(Fig. 4), most likely by forming nonfunctional hetero-
dimers with PIFq proteins such as PIF1 (Figs. 5 and 6)
and, perhaps, with other bHLH transcription factors
that might act as PSY repressors (Fig. 7A). The fast and
transient up-regulation of PARI expression that takes
place after simulated shade exposure (Fig. 3A), therefore,
might act as an early break to prevent an excessive re-
duction in PSY expression, allowing the plant to rapidly
resume carotenoid biosynthesis if the low R:FR signal
disappears (e.g. if a commitment to the shade-avoidance
lifestyle is unnecessary). If the low R:FR signal persists,
carotenoid accumulation decreases independently of
PSY expression (Fig. 1). Our results with the hy5-2
mutant suggest that the antagonistic PIFq-HY5 module
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previously described to control PSY expression and ca-
rotenoid biosynthesis in response to environmental
(light and temperature) signals (Toledo-Ortiz et al., 2014)
might not be relevant during the SAS. Consistently,
PAR1 and HY5 have been shown to act in separate
pathways to inhibit hypocotyl elongation under differ-
ent light conditions (Zhou et al., 2014).

Our data further suggest that specific modules of
bHLH family members might control different sets
of SAS-associated responses (Fig. 7B). Thus, PIF7 and
HFR1 are key regulators of shade-induced elongation
responses (Sessa et al., 2005; Li et al., 2012) but have no
apparent role in regulating carotenoid biosynthesis,
whereas PIFq and PARI proteins regulate both SAS
responses. We propose that activation-suppression
transcriptional modules formed by PAR1-PIFq pro-
teins likely exert a dynamic control of early events in the
regulation of both hypocotyl growth and carotenoid
biosynthesis in response to low R:FR, whereas HFR1-
PIFq and potentially HFR1-PIF7 modules might spe-
cifically control elongation responses (Fig. 7B). The lack
of correlation between shade-induced hypocotyl elon-
gation and flowering initiation in over 100 Arabidopsis
ecotypes (Botto and Smith, 2002) previously supported
the conclusion that different signaling pathways con-
trol distinct SAS responses (Martinez-Garcia et al,,
2010). The results presented here, however, go a step
beyond by highlighting the coexistence of different
shade signaling pathways controlling several SAS re-
sponses (hypocotyl elongation and carotenoid accu-
mulation) at the very same stage of development
(photosynthetic seedlings).

In summary, we conclude that different modules
formed by activators and repressors are recruited to
regulate PSY expression and eventually carotenoid
biosynthesis in response to low R:FR. Some of them
regulate other responses to the same signal (e.g. the
PAR1-PIFq module also controls hypocotyl elongation
in response to shade). Most strikingly, individual
module components do not always regulate carotenoid
biosynthesis in other developmental stages (e.g. PAR1
does not appear to control carotenoid production in
etiolated seedlings; Supplemental Fig. S1) or in re-
sponse to different stimuli (e.g. the burst in PSY tran-
script accumulation that takes place in Arabidopsis
roots exposed to a salt stress does not require the ac-
tivity of PIFq proteins; Ruiz-Sola et al., 2014). Future
work should help to unveil the complexity underlying
the control of carotenoid biosynthesis in order to better
understand and manipulate the carotenoid profiles of
particular tissues in response to specific treatments.

MATERIALS AND METHODS
Plant Material and Growth Conditions

All the Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) lines used in this work are in the
Columbia background. Transgenic lines producing PAR1-GFP, PAR1-GR, and
GFP-AN_HFR1 have been described previously (Roig-Villanova et al., 2007;
Galstyan et al., 2011). Double transgenic lines producing PAR1-GR and TAP-PIF1
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proteins were generated by crossing the corresponding single transgenic lines
(Roig-Villanova et al., 2007; Toledo-Ortiz et al., 2010). Single pif7-2 (Leivar et al.,
2008a) and quadruple pifg (Leivar et al., 2008b) mutants were also available in the
laboratory. The pifg PAR1-GFP lines were constructed by transforming pifg plants
with the PAR1-GR construct (Roig-Villanova et al., 2007). A DEX-responsive
homozygous pify PAR1-GFP line displaying PARI-GR transcript levels similar to
those in the original PAR1-GR line (in a wild-type background) was selected for
the experiments. The SALK_056405 line (here referred to as hy5-2), previously
shown to be a knockout mutant (Oh and Montgomery, 2013), was obtained from
the Nottingham Arabidopsis Stock Centre.

Seeds were surface sterilized and sown on petri dishes with solid growth
medium without Suc (Roig-Villanova et al., 2007). When comparing different
lines (e.g. wild type versus mutant), they were grown together on the same
plate instead of growing each line on a different plate. After stratification for at
least 3 d at 4°C in the dark, the plates were incubated in growth chambers at
22°C under continuous W (25 umol m™ s™ photosynthetically active radiation,
R:FR of 2.1-3.5). Simulated shade (W+FR; 25 umol m~ s™! photosynthetically
active radiation, R:FR of 0.05) was generated by enriching W with supple-
mentary far-red light provided by QB1310CS-670-735 light-emitting diode
hybrid lamps (Quantum Devices). Fluence rates were measured using an
EPP2000 spectrometer (StellarNet) as described (Sorin et al., 2009). For experi-
ments involving pharmacological treatments, seeds were germinated and
grown under W on sterile filter paper placed on top of solid growth medium in
petri dishes. At the indicated time, the filter paper with the seedlings was
transferred to fresh plates containing cycloheximide and/or DEX as described
(Roig-Villanova et al., 2007). For seed production, plants were grown in the
greenhouse under long-day conditions.

Quantification of Transcript and Carotenoid Levels

Whole seedlings were ground in liquid nitrogen, and part of the resulting
powder was used for the quantification of carotenoid levels by HPLC or
spectrometric methods as described (Rodriguez-Villalén et al., 2009). HPLC
separation and quantification of carotenoids and chlorophylls were performed
in an initial set of experiments. Once confirmed that all individual carotenoids
showed similar responses to simulated shade (Supplemental Fig. S1), total
carotenoid levels were estimated spectrophotometrically (Lichtenthaler, 1987).
Concentration was calculated relative to fresh weight. The rest of the powder
was used for RNA extraction using the RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). The
synthesis of complementary DNA (cDNA) from DNase-treated RNA was
carried out using the Transcriptor First-Strand cDNA Synthesis Kit (Roche). The
qPCR experiments were performed as described (Rodriguez-Villalén et al.,
2009) using Fast Start Universal SYBR Green Master Mix (Roche) on a Light
Cycler 480 apparatus (Roche). The UBC (At5g25760) gene was used for nor-
malization (Czechowski et al., 2005). Primer sequences for qPCR are listed in
Supplemental Table S3. Two-tailed Student’s ¢ tests were performed to analyze
statistical differences.

Protein-DNA and Protein-Protein Interaction Analyses

Chromatin immunoprecipitation assays were carried out as described
(Toledo-Ortiz et al., 2014). The Y2H screen using HFR1 as a bait was performed
by Hybrigenics (www.hybrigenics-services.com) as described previously for
PAR1 (Cifuentes-Esquivel et al., 2013). Briefly, the coding sequence for HFR1
was cloned into pB27 as a C-terminal fusion to LexA, and the resulting construct
(pB27-LexA-HFR1) was used as a bait to screen a random-primed Arabidopsis
cDNA library from 7-d-old wild-type seedlings grown at 24°C under a long-day
photoperiod. Screening of 76.6 million clones was carried out using a mating
approach, and positive clones were used to sequence the corresponding prey
inserts by PCR. Supplemental Tables S1 and S2 summarize the results for bHLH
proteins found to interact with PAR1 and HFR1, respectively, including a
confidence score (predicted biological score) attributed to each interaction.

Individual Y2H assays were performed by cell mating with the Matchmaker
system (Clontech). Yeast (Saccharonyces cerevisiae) cells of two different strains,
the MATa Leu auxotroph YM4271a (Liu et al., 1993) and the MATa Trp auxo-
troph PJ694a (Uetz et al., 2000), were transformed with constructs to express
fusion proteins to either the GAL4 activation domain (AD) or binding domain
(BD), respectively, and selected in appropriate medium. PIF1 was fused to the
activation domain by subcloning the full-length PIF1 cDNA into the pGADT7
plasmid, yielding pJB62 [AD-PIF1]. A BD-PARI fusion in plasmid pCL1 was
available (Galstyan et al., 2011), whereas a similar construct was generated for
HFR1 by subcloning the full-length HFR1 cDNA into the pGBKT7 plasmid to
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yield pJB37 [BD-HFR1]. Independent transformants were selected on SD lack-
ing either Leu (pJB62) or Trp (pCL1 and pJB37), grown in liquid medium, and
then allowed to mate by mixing equal volumes of the two types of transformed
yeast cells. Mated cells were selected on SD-Leu-Trp and then transferred to
SD-His-Leu-Trp to test for protein-protein interaction. Mating was repeated at
least twice, with identical results.

For BiFC experiments, cDNA sequences encoding PIF1, PAR1, and HFR1
proteins were fused to the N-terminal or C-terminal regions of YFP using appro-
priate vectors (Bracha-Drori et al., 2004). The full-length PIF1 cDNA was cloned
into pSY736 to yield pJB72 [YN-PIF1]. Plasmid pSY735 was used to construct
vectors pMS2 [YC-PAR1] and pCN6 [YC-HFR1] as described (Cifuentes-Esquivel
et al., 2013). Leek (Allium ampelloprasunt) epidermal peels were microbombarded
with DNA-coated gold microcarriers using a Biolistic PDS-1000/helium system
(Bio-Rad) and incubated at 22°C in the dark for 24 h prior to observation with an
Olympus FV1000-ASW confocal laser scanning microscope.

Supplemental Data

The following supplemental materials are available.

Supplemental Figure S1. HPLC profiles and quantification of carotenoid
and chlorophyll pigments.

Supplemental Figure S2. BiFC assay of the interaction of HFR1 and PIF1.

Supplemental Table S1. PAR1-interacting bHLH proteins identified in the
Y2H screen.

Supplemental Table S2. HFR1-interacting bHLH proteins identified in the
Y2H screen.

Supplemental Table S3. Primers used in this work for qPCR analyses.
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Supplemental Figure S1. HPLC profiles and quantification of carotenoid and
chlorophyll pigments. (A) Transgenic plants overexpressing PAR1-GFP were
germinated and grown for 3 days in the dark together with WT and pifq lines and then
samples were collected for carotenoid extraction and HPLC analysis. Representative
HPLC chromatograms (470 nm) of etiolated WT and pifq seedlings are shown. The
graph shows the % of each individual carotenoid in the three genotypes relative to total
carotenoid levels in WT samples. Data correspond to the mean and standard deviation
of biological triplicates (n=3). (B) WT seedlings were grown for 2 days under W and
then transferred to either W or W+FR conditions for 5 additional days. Samples were
then collected for HPLC analysis of chlorophylls and carotenoids. Canthaxanthin, a
carotenoid not found in plants, was used as an internal standard. HPLC
chromatograms collected at 470 nm (carotenoids) and 650 nm (chlorophylls) are
shown. The corresponding graphs show the % of individual carotenoids (upper graph)
or chlorophylls (lower graph) relative to total levels of these pigments in W-grown
samples. Mean and standard deviation of biological triplicates (n=3) are shown.
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YC YC-HFR1 YC-HFR1

Supplemental Figure S2. BiFC assay of the interaction of HFR1 and PIF1. Leek
cells were co-bombarded with plasmids to express the indicated fusion proteins to the
N-terminal (YN) or C-terminal (YC) domains of YFP or/and with empty vectors together
with a construct producing the DsRed protein as a marker of microbombarded cells.
The upper row shows the DsRed fluorescence, the central row shows the fluorescence
of reconstituted YFP (indicative of a positive interaction of YN and YC fusions), and the
lower row shows the bright-field images of the same area. Scale bars = 20 uM.



Supplemental Tables

Supplemental Table S1. PAR1-interacting bHLH proteins identified in the Y2H screen.

AGI Name Family"’  # Clones® Category®
At1g73830 BHLHO050 (BEE3) XII 26 A
At2g42300 BHLH048 XIl 15 A
At3g57800 BHLH060 XII 6 A
At4g36540 BHLHO058 (BEE2) XIl 6 A
At5g48560 BHLH078 Xl 16 A
At3g24140 BHLH097 (FAMA) | 3 B
At5953210 BHLH098 (SPEECHLESS) | 7 B
At1g02340 BHLH026 (HFR1) Vil 4 B
At4g29100 BHLH068 X 4 B
At1g03040 BHLHO007 XI 4 B
At4g30980 BHLH069 X 6 B
At1g10120 BHLHO074 XIl 7 B
At1g18400 BHLH044 (BEE1) Xl 8 B
At1g62975 BHLH125 | 4 D
At1g12860 BHLH033 I 1 D
At2g28160 BHLH029 (FIT/FRU) I 3 D
At5957150 BHLH035 I 1 D
At3g59060 BHLHO065 (PIF5/PIL6) 4 © Vil 2 D
At4g33880 BHLH085 Vil 1 D
At4g09180 BHLH081 IX 1 D
At3g20640 BHLH123 (NAN) X 1 D
At2g18300 BHLHO064 XIl 2 D
At3g07340 BHLH062 Xl 1 D
At1g05805 BHLH128 IX 3 N/A
At1g35460 BHLH080 IX 3 N/A
At1g68920 BHLH049 XIl 1 N/A
At3g23690 BHLH077 XII 7 N/A
At5g62610 BHLH079 Xl 1 N/A

(1) According to Heim et al., 2003.

(2) Number of positive clones (with a complete or a partial sequence) identified in the screen.

(3) Hybrigenics Global PBS Category:

A, Very high confidence in the interaction

B, High confidence in the interaction

D, Moderate confidence in the interaction

N/A, PBS score cannot be attributed

(4) Found to interact with HFR1 in this work.

(5) Found to interact with HFR1 by Hornitschek et al., 2009.



Supplemental Table S2. HFR1-interacting bHLH proteins identified in the Y2H screen.

AGI Name Family’  # Clones® Category®
At1g09530 BHLHO008 (PIF3) Vil 1 N/A
At2g20180 BHLHO015 (PIF1/PIL5) @ Vil 14 A
At2g43010 BHLHO009 (PIF4) © Vil 19 A
At3g59060 BHLHO065 (PIF5/PIL6) ) Vil 146 A
At3g62090 BHLH132 (PIF6/PIL2) il 2 D
At4g00050 BHLHO016 (PIF8/UNE10) Vil 24 A

(1) According to Heim et al., 2003.

(2) Number of positive clones (with a complete or a partial sequence) identified in the screen.
(3) Hybrigenics Global PBS Category (see Table S1).

(4) Found to interact with PAR1 in this work.

(5) Found to interact with PAR1 by Hao et al., 2012.

Supplemental Table S3. Primers used in this work for qPCR analyses.

Gene Primer Sequence
At5g17230 TO34 GAC ACC CGA AAG GCG ARAA GG
(PSY) TO35 |CAG CGA GAG CAG CAT CAA GC
At5g11260 | MOHS5F |CAA GCA GCG AGA GGT CAT CA
(HY5) MOH5R |CAT CGC TTT CAA TTC CTT CTT TG
At2g42870 BO109 |CAC CGT CAT GCT CAG CCA
(PART) BO110 |TCG GTC TTC ACG TAC GCT TG
At1g02340 BO89 |GAT GCG TAA GCT ACA GCA ACT CGT
(HFR1) BO90 |AGA ACC GAA ACC TTG TCC GIC TT
At5925760 TO42 CIG CTT GGA CGC TTC AGT CTG
(UBC) TO43 |CGC AGT TAA GAG GAC TGT CC
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Abstract

Plastidial isoprenoids are a diverse group of metabolites with roles in photosynthesis,
growth regulation, and interaction with the environment. The methylerythritol 4-phosphate
(MEP) pathway produces the metabolic precursors of all types of plastidial isoprenoids. Pro-
teomics studies in Arabidopsis thaliana have shown that all the enzymes of the MEP path-
way are localized in the plastid stroma. However, immunoblot analysis of chloroplast
subfractions showed that the first two enzymes of the pathway, deoxyxylulose 5-phosphate
synthase (DXS) and reductoisomerase (DXR), can also be found in non-stromal fractions.
Both transient and stable expression of GFP-tagged DXS and DXR proteins confirmed the
presence of the fusion proteins in distinct subplastidial compartments. In particular, DXR-
GFP was found to accumulate in relatively large vesicles that could eventually be released
from chloroplasts, presumably to be degraded by an autophagy-independent process.
Together, we propose that protein-specific mechanisms control the localization and turn-
over of the first two enzymes of the MEP pathway in Arabidopsis chloroplasts.

Introduction

Plant chloroplasts are active metabolic machines that fix carbon using the energy of sunlight to
produce myriad compounds that support plant growth and development and contribute to their
environmental adaptation. The enzymes that participate in these metabolic pathways are typi-
cally encoded by genes in the nuclear genome and hence they must be imported into plastids for
biological activity. Complexes at the outer and inner chloroplast envelope membranes import
most plastidial proteins into the stroma [1]. After proteolytic removal of the N-terminal plastid
targeting sequence, the mature proteins with additional targeting signals are further directed to
specific subplastidial compartments, including thylakoid membranes and lumen [2,3]. When
normal activity ceases or environmental challenges such as excess light, temperature peaks,
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oxidative stress or nutrient starvation render the proteins inactive, protein quality control sys-
tems ensure their refolding (i.e. reactivation) or degradation to prevent the formation of toxic
protein aggregates and maintain protein homeostasis in the chloroplast [4-6].

Isoprenoids are one of the most diverse groups of plant metabolites and comprise a variety
of compounds with remarkable economic interest as medicinal drugs, pigments, aromas,
chemicals, nutrients, and biofuels [7]. Thanks to the presence of plastids, plant cells have not
one but two pathways to produce isopentenyl diphosphate (IPP) and dimethylallyl diphos-
phate (DMAPP), the universal metabolic precursors of isoprenoids [7,8]. Fungal and animal
cells produce these precursors by the exclusive operation of the mevalonate pathway, also used
by plant cells to synthesize the building blocks of cytosolic and mitochondrial isoprenoids. In
the plastid, however, the biochemically unrelated methylerythritol 4-phosphate (MEP) path-
way is used for the production of IPP and DMAPP for plastidial isoprenoids that function in
photosynthesis (chlorophylls, carotenoids, tocopherols, prenylquinones), growth regulation
(gibberellins, cytokinins, abscisic acid, strigolactones), and interaction with the environment
(isoprene, monoterpenes, diterpenes). Although the advantages for plants of retaining two
pathways are not fully understood [9], it is possible that the physical separation of the pathways
facilitates the optimal supply of the metabolic precursors required in each cell compartment.
The first steps of the MEP pathway involve the production of MEP from pyruvate and glyceral-
dehyde 3-phosphate via deoxyxylulose 5-phosphate (DXP). Following these steps, catalyzed by
the enzymes DXP synthase (DXS) and DXP reductoisomerase (DXR), MEP is converted into a
mixture of IPP and DMAPP in five additional enzymatic steps [10-12].

All seven MEP pathway enzymes are encoded by nuclear genes and imported into plastids
[10,13]. Proteomic studies have identified all of them in the stromal fraction [14]. Computa-
tional analyses, however, led to propose that DXS and DXR might be additionally targeted to
the thylakoid membrane or lumen [15,16]. Overexpression of any of these two enzymes in
plants often results in an enhanced accumulation of MEP-derived isoprenoids [17-22], sup-
porting the conclusion that they are important control points over flux in the MEP pathway
[12,23-25]. Consistent with this regulatory role, the levels of both DXS and DXR enzymes are
tightly regulated at multiples levels beyond the control of gene expression [23,26,27], including
degradation by the stromal Clp protease [28-30]. Analysis of transgenic Arabidopsis thaliana
lines producing a GFP-fused version of the DXS protein (35S:DXS-GFP lines) helped to under-
stand the post-translational control of enzyme distribution, levels and activity within the plas-
tid [31]. Fluorescence corresponding to the DXS-GEFP fusion protein showed a spotted
distribution in chloroplasts, likely due to the formation of protein aggregates [30,31]. The sub-
plastidial localization and degradation pathways of the DXR protein, however, have not been
explored yet. In this study we provide experimental evidence that Arabidopsis DXS and DXR
proteins follow distinct pathways for protein turnover, which in the case of DXR appears to
involve the formation of likely non-autophagic vesicles.

Materials and Methods
Plant material and growth conditions

All the Arabidopsis thaliana lines used in this work are in the Columbia background, including
the clpr1-2 mutant allele [28]. The line pCAMBIA3300-PGL34-YFP [32] was a kind gift of Felix
Kessler (Université de Neuchatel, Switzerland). Constructs 35S:DXS-GFP [31], 35S:DXR-GFP
[31] and 358:G11-GFP [33] were used for Agrobacterium-mediated transformation of Arabi-
dopsis plants. Homozygous lines containing a single T-DNA insertion were selected based on
the segregation of the corresponding resistance marker. For experiments, seeds were surface-
sterilized and sown on top of solid Murashige and Skoog (MS) medium (with no sucrose or
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vitamins) in Petri dishes. After stratification for at least 2 days at 4°C in the dark, plates were
transferred to growth chambers at 22°C and illuminated with fluorescent white light (photon
fluence rate of 80 pmol m™~* sec”) for 16h/day (long-day photoperiod, LD). When indicated,
the medium was supplemented with fosmidomycin (Sigma) or concanamycin A (Sigma). For
treatments with fosmidomycin, plants were germinated and grown on media supplemented
with the inhibitor (50 pM). Fosmidomycin resistance was assayed as described [34]. For treat-
ment with concanamycin A, plants were germinated and grown for 4 days under LD on MS
medium. Then, individual seedlings were transferred to MS plates supplemented with 10 uM
concanamycin A and incubated in the dark for 24h. Control seedlings were transferred to non
supplemented MS medium. For incubation in the dark, the plates were covered with several
layers of aluminum foil. Nicotiana benthamiana plants used for transient expression experi-
ments were grown on soil in the greenhouse at 18-28°C under LD conditions.

Transient expression assays

Cultures of Agrobacterium tumefaciens EHA 105 cells transformed with constructs to produce
DXS-GFP, DXR-GFP, or G11-GFP [31,33] were used for agroinfiltration of leaves from 4 to 6
week-old N. benthamiana plants using the syringe method [35]. To prevent silencing, leaves
were co-infiltrated with an Agrobacterium strain transformed with a vector expressing the
HC-Pro silencing suppressor [35]. A 1:1 mixture of the two cultures was agroinjected in the
abaxial part of several leaves. Then, plants were left in the greenhouse and leaf samples were
collected at different timepoints after injection (from day 1 to day 7) for further analyses.

Analysis of transcript levels

RNA for quantitative PCR analysis was obtained from 30-day-old plants. The full rosette was
harvested by grinding in liquid nitrogen, and RNA was obtained using the Qiagen RNeasy Plant
kit from approximately 100 mg tissue (fresh weight). One pg total RNA was used in 20 pL reverse
transcriptase reactions (Roche) using manufacturer’s instructions and a poly dT;4V anchored
primer at 48°C. cDNA synthesis reactions were halted after one hour by heating at 70°C and
then diluted 1:10 (v/v) with pure water. One pL was used as template in a PCR that also included
10 pL 2X SYBR Green mix (Roche), 0.6 pL each forward and reverse primers (10 pM), and pure
water for a final volume of 20 pL. Primers DXR-F (5-AGTAGCGGATGCGTTGAA
GC)andDXR-R(5-GCGGATGAATGACAATCTCTATATCG) were used in
these experiments. cDNA loading in individual reactions was normalized to the levels of APT1
and RP2Is genes, whose sequence and stability under these conditions were previously reported
[36]. Six individual plants were used for each transgenic or wild type line and each biological rep-
licate was analyzed in three technical replicates for each gene of interest or normalizer. Relative
fold calculations were performed using the efficiency corrected model [37].

Chloroplast isolation and membrane fractionation

Chloroplasts were isolated from 10 day-old-seedlings as described [28] and further fraction-
ation was performed as indicated [38,39]. Briefly, chloroplasts were hypertonically lysed in

0.6 M sucrose supplemented with 0.5% (w/v) protease inhibitor cocktail (Sigma). Stromal frac-
tion was collected after centrifugation at 100,000 xg. The membrane pellet was resuspended in
the same buffer and centrifuged again to prevent stromal contamination. A Potter-Elvehjem
homogenizer was used to resuspend the chloroplast membranes in 1 mL TED buffer (50 mM
Tricine pH 7.5, 2 mM EDTA, 2 mM dithiothreitol). Subsequent separation was performed in
sucrose density gradients as described [38,39] but using a half of the volumes. Native protein
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extracts from whole seedlings were used for the separation of soluble and insoluble (with pro-
tein aggregates) fractions as described [30].

Immunoblot analysis of protein levels

Protein extracts from chloroplast fractions or whole plants were obtained as described above
and elsewhere [31] and directly used for immunoblot analysis or proteinase K accessibility
assays as described [30]. Antibodies raised against DXS and DXR [31], GFP (Invitrogen), plas-
tome-encoded ClpP1 [28], and chloroplast-imported proteins AtpB, ClpB3, PsbA, and Tic40
(Agrisera) were used diluted 1:500 for DXS and Tic40, 1:1,000 for ClpP1, 1:2,000 for GFP,
AtpB and PsbA, 1:3,000 for ClpB3, and 1:6,000 for DXR. Chemiluminescent signals were visu-
alized using a LAS-4000 image analyzer (Fujifilm) and quantified with Quantity One (Bio-
Rad).

Confocal imaging

Subcellular localization of GFP fusion proteins was observed by direct examination of plant tis-
sue with a Leica TCS 4D Confocal Laser Scanning Microscope. GFP fluorescence was detected
using a BP515-525 filter after excitation with blue light at 488 nm. Chlorophyll autofluores-
cence was detected using a LP590 filter after excitation with green light at 568 nm. Stacks of
acquired images were processed with Imaris 6.1.5 (Bitplane) to achieve three dimensional
images.

Transmission electron microscopy (TEM) immunogold labelling

Transgenic 355:DXR-GFP seedlings were germinated and grown on MS plates for 3 days under
LD conditions. Then, cotyledon samples were collected and immediately fixed as described
[40]. Briefly, freshly cut cotyledons were dissected in fresh fixative solution (1.25% (v/v) glutar-
aldehyde and 2% (v/v) formaldehyde in sodium 0.05 M phosphate buffer pH 7.5), and placed
under gentle vacuum for 5 cycles of 2 min each. Then, samples were kept in fixative solution
for 2h at room temperature. After 3 washes of 10 min with 0.05 M sodium phosphate buffer
pH 7.5, dehydration was carried out in a series of 10 min washes with 30%, 50%, 70%, 80%,
95% and 100% ethanol. For infiltration, a mixture of LR White acrylic resin (Sigma) and 100%
ethanol at proportions 1:2, 1:1, 3:1, and 1:0 (1h each) was used. Following several resin changes
for 3 days at 4°C, sample embedding was performed by polymerization for 24 h at 50°C in 0.3
ml gelatin capsules.

Ultrathin (100 nm) sectioning and immunogold labelling was carried out as described [41]
using anti-DXR or pre-immune sera. Silver enhancement was carried out for 3-5 min at 20°C
with intenSE (Amersham-Pharmacia Biotech) following manufacturer’s instructions. Post-
staining employed 2% uranyl acetate aqueous solution for 2 min followed by 2 quick rinses in
distilled water. Observations were made at 80 kV using a Jeol 1200 EX transmission electron
microscope equipped with a Gatan Bioscan camera to capture digital pictures.

Results

Arabidopsis DXS and DXR are stromal proteins that can also be found in
insoluble and membrane fractions

The first two enzymes of the MEP pathway, DXS and DXR, have been proposed to contain
bipartite sorting sequences for subplastidial targeting to the thylakoid membrane or lumen
[15,16]. However, no experimental evidence is currently available to support this claim, as

proteomic studies identified both enzymes in the stroma [14]. As a first step to test the
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computational analysis predictions, we investigated whether the endogenous Arabidopsis
enzymes were associated to thylakoids or associated structures such as plastoglobules by sepa-
rating them using flotation centrifugation with sucrose density gradients [32] and then analyz-
ing the presence of DXS and DXR in the fractions by immunoblot analysis (Fig 1A).
Chloroplasts were isolated from transgenic plants producing the plastoglobule marker
PGL34-YFP [32] and used for membrane fractionation, protein extraction, and immunoblot
analysis with antibodies against DXS and DXR as described [30,31,38]. The same fractions
were also analyzed for the presence of control proteins known to be localized in plastoglobules
(PGL34-YFP), embedded in the thylakoid membrane (PsbA), associated to the stromal side of
the thylakoid membrane (AtpB), or found in the stroma (ClpP1). Both DXS and DXR were
found in the soluble (stromal) fraction, as expected. However, DXS and, to a lower extent, DXR
proteins were also detected in fractions corresponding to membrane-containing structures
other than plastoglobules (Fig 1A).

A recent work showed that DXS is prone to aggregation [30]. DXS aggregates become insol-
uble and associate to chloroplast membrane fractions until they are either solubilized by spe-
cific disaggregating chaperones or eventually degraded by the stromal Clp protease complex
[30]. In wild type Arabidopsis plants growing under normal conditions, the proportion of solu-
ble to insoluble (i.e. membrane-associated) DXS protein is close to 2:1 (Fig 1B). When Clp-
mediated degradation of DXS is compromised, total DXS protein levels increase but the pro-
portion of soluble to insoluble protein remains virtually unchanged because disaggregating
chaperones such as ClpB3 also accumulate to relief protein folding stress (Fig 1B) [28-
30,42,43]. Thus, Clp-defective mutants such as clpr1 show increased levels of both ClpB3 and
DXS proteins but no changes in the soluble to insoluble ratio (Fig 1B). DXR levels are also
upregulated in clprI plants, suggesting that this protein might also be a Clp protease client [28].
But unlike DXS, DXR is not prone to aggregation [30] and it remains mostly soluble in wild
type plants and clpr1 mutants, showing a proportion of around 25:1 of soluble to insoluble pro-
tein (Fig 1B). Most interestingly, the rate of degradation of DXR by the Clp protease appears to
be similar to that for DXS [28] whereas a 20-fold longer incubation with proteinase K was
required to degrade DXR at the same rate than DXS in wild type plant extracts (Fig 1C).
Together, the results suggest that the association of DXS to chloroplast membrane fractions
might be an unspecific effect resulting from the formation of insoluble protein aggregates (par-
ticularly after stress episodes). In the case of DXR, most protein is found soluble in stromal
fractions (i.e. non-aggregated) but poorly accessible to unspecific proteolytic degradation (as
deduced from proteinase K protection assays).

Analysis of GFP-fusion proteins confirms a differential distribution of
DXS and DXR within chloroplasts

To further investigate the different subplastidial distribution of DXS and DXR, we analyzed the
localization of full-length versions of the proteins fused to GFP at different time points after
agroinfiltration of Nicotiana benthamiana leaves with the corresponding 355:DXS-GFP and
358:DXR-GFP constructs [31]. As a stromal protein control we used the isoprenoid enzyme
geranylgeranyl diphosphate synthase 11 (GGPPS11 or G11), previously found to be exclusively
located in the stroma by both proteomic approaches and confocal microscopy analysis of
G11-GFP fluorescence [14,44]. As expected, chloroplasts of N. benthamiana leaves agroinfil-
trated with the 355:G11-GFP construct [33] showed a fairly homogeneous distribution of fluo-
rescence within the chloroplast at all time points analyzed, from day 1 (d1) to day 7 (d7) after
agroinfiltration (Fig 2). G11-GFP fluorescence was also detected in stromules (Fig 2), consis-
tent with its reported localization in the stroma.
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Fig 1. Immunoblot analysis of chloroplast subfractions and protein stability. (A) Chloroplasts isolated

from transgenic plants overexpressing PGL34-YFP were used to separate soluble (stromal) and membrane
fractions. The latter were loaded in a sucrose density gradient and separated by ultracentrifugation. Proteins
contained in 35 pl of sequential fractions collected from the top of the gradient or from the stromal sample

were separated by SDS-PAGE and transferred to a membrane for immunoblot analysis with antibodies

against GFP (to detect PGL34-YFP) or the indicated endogenous proteins. (B) Immunoblot analysis of the
distribution of DXS and DXR proteins in soluble and insoluble fractions isolated from native protein extracts of
wild type and clpr1 mutant seedlings. The graph represents mean + SEM of the ratios of soluble vs. insoluble

protein levels in n = 3 independent experiments. (C) Quantification of DXS and DXR protein levels after

immunoblot analysis of wild type protein extracts incubated with the indicated concentrations of proteinase K
for the indicated times. Mean + SEM of n = 4 independent experiments are shown. (D) Immunoblot analysis
of the distribution of DXS in envelope and thylakoid membranes isolated from wild type chloroplasts. A lane

corresponding to the stromal fraction is also shown. The same extracts were incubated with antibodies

against marker proteins of the envelope (Tic40) and the thylakoid membranes (PsbA). Representative blots

are shown in all cases.

doi:10.1371/journal.pone.0150539.g001
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DXS-GFP DXR-GFP G11-GFP

d1

d3

d5

d7

Fig 2. Distribution of GFP-tagged isoprenoid enzymes in chloroplasts of agroinfiltrated N.
benthamiana leaves. Images show representative mesophyll chloroplasts from leaves collected at different
days (from 1 to 7) after agroinfiltration with the indicated constructs. For each construct, GFP fluorescence
(left columns), chlorophyll autofluorescence (middle columns) and merged images (right columns) are
shown. Bars, 5 um.

doi:10.1371/journal.pone.0150539.g002

Stromal fluorescence was also detected for DXS-GFP and DXR-GEFP at all timepoints ana-
lyzed. However, these two fusion proteins were also found to form fluorescent corpuscles (Fig
2). In the case of DXS-GFP, fluorescence was predominantly localized in the stroma at early
timepoints after agroinfiltration. Later on (d5), it showed a spotted distribution like that
reported for the DXS-GFP fusion protein in stably transformed Arabidopsis plants (Fig 2)
[30,31]. By d7, fluorescent spots were fainter and a more general distribution of the DXS-GFP
protein in chloroplasts was observed (Fig 2). This is consistent with our current understanding
that DXS-GFP protein overaccumulation could lead to the formation of protein aggregates
(fluorescence spots). Subsequent up-regulation of disaggregating chaperones such as ClpB3
would eventually contribute to remove the DXS-GFP clumps, resulting in a more disperse fluo-
rescence [30]. A distribution in intraplastidial speckles was also observed for DXR-GFP, but in
this case small fluorescent spots were already detected during the first stages (d1-d3) following
agroinfiltration (Fig 2). Then, DXR-GFP fluorescence concentrated in a few large bodies in the
chloroplast (Fig 2). Some fluorescent bodies lacking chlorophyll were also detected outside the
chloroplast, particularly at late timepoints (d7). The following experiments were designed to
study the nature of these bodies.

DXR-GFP accumulates in large fluorescent bodies that can eventually
leave the chloroplast

To further investigate the nature of DXR-GFP bodies, the 355:DXR-GFP construct was used to
stably transform Arabidopsis plants of the Columbia accession (Fig 3). Transgenic lines with
different levels of transgene expression were obtained, ranging from 2-fold to 30-fold higher
levels of DXR-encoding transcripts compared to untransformed controls (Fig 3A). Representa-
tive lines with low (L), medium (M) or high (H) levels of transgene expression were next
selected for immunoblot analysis of DXR-GFP protein levels using a GFP-specific antibody. As
shown in Fig 3B, a good correlation between transcript and protein levels was found. To evalu-
ate whether the recombinant protein accumulated in transgenic lines was enzymatically active,
we used an indirect assay to estimate DXR activity in vivo based on quantifying plant resistance
to fosmidomycin (FSM), a competitive inhibitor of DXR activity [34,45,46]. Blockage of DXR
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Fig 3. Characterization of transgenic Arabidopsis lines producing DXR-GFP. (A) Relative levels of DXR
transcripts in 30-day-old soil-grown wild type plants (C, white column) and 35S:DXR-GFP lines (grey and
black columns) (n = 6 per group). The box on the right shows images of merged chlorophyll and GFP
fluorescence signals in chloroplasts from the guard cells of lines representative of low (L), medium (M) and
high (H) transgene expression levels (black columns). (B) Immunoblot analysis of DXR-GFP levels with an
anti-GFP antibody in protein extracts (10 pg) from 10-day-old seedlings of the indicated lines. (C)
Representative pictures of seedlings of the indicated lines germinated and grown for 10 days in the presence
of fosmidomycin (50 uM). (D) Quantification of the phenotype observed in (C) as the percentage of seedling
establishment (SE) and chlorophyll content (CHL) in the presence of fosmidomycin relative to those in the
absence of inhibitor.

doi:10.1371/journal.pone.0150539.g003

FSM resistance (50 uM)

activity with FSM causes a concentration-dependent inhibition of seedling establishment (SE,
defined as the production of true leaves that can support further plant development) and
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chlorophyll accumulation [19,47]. Both parameters can be used as a quantitative measure of
FSM resistance [34]. After germination and growth in the presence of 50 pM FSM, only a low
proportion of untransformed control plants were able to produce some chlorophyll and
develop rudimentary true leaves (Fig 3C). This proportion significantly (p<0.05) increased in
transgenic lines (Fig 3C), showing a strong correlation between DXR-GEFP levels (Fig 3B) and
FSM resistance estimated as SE rates and chlorophyll content in the presence of inhibitor (Fig
3D). We therefore concluded that at least a fraction of the DXR-GFP protein produced in the
transgenic lines is enzymatically active. This is consistent with our previous conclusion that
DXR mostly accumulates in a non-aggregated form (Fig 1).

Despite the clear differences between the levels of recombinant DXR-GFP protein accumu-
lating in the selected Arabidopsis L, M, and H lines, all of them showed a punctate pattern of
GFP fluorescence (Fig 3A) similar to that observed in N. benthamiana leaves transiently
expressing the same reporter (Fig 2). Chlorophyll-lacking fluorescent spots were also observed
in the periphery of chloroplasts in all lines (Fig 3A). To test whether this distribution could be
an artifact caused by the unspecific overaccumulation of any plastid-targeted GFP fusion pro-
tein, Arabidopsis plants were transformed with the 355:GI11-GFP construct and the levels of
G11-GFP protein were analyzed in the resulting transgenic lines [33]. The maximum accumu-
lation of G11-GFP obtained by this strategy was similar to that of DXR-GFP in L lines, as esti-
mated by immunoblot analysis with a GFP-specific antibody (Fig 4A). Comparison of lines
showing similar levels of these two recombinant proteins confirmed that G11-GFP fluores-
cence was uniformly distributed in the stroma of stomata and mesophyll chloroplasts whereas
DXR-GFP fluorescence accumulated in large speckles both inside and outside chloroplasts (Fig
4B). While overproduction of a GFP-tagged protein can certainly alter the stoichiometry of the
protein complement in the chloroplast and eventually cause artifacts, the observation that only
the accumulation of DXR-GEFP proteins (but not of very similar levels of G11-GFP) triggers the
formation of large corpuscles indicates that this is a specific effect of the DXR protein.

Fluorescent bodies containing DXR-GFP were found inside the chloroplast (what we refer to
as phase #1) in the periphery of the organelle (#2), protruding from the chloroplast (#3), or
completely separated from it (#4) (Fig 5). All four different phases could be observed even within
the same cell (Fig 5A). Serial confocal sectioning showed that DXR-GFP bodies were elongated
and confirmed that they were virtually devoid of chlorophyll autofluorescence (Fig 5B and 5C),
suggesting that they might be formed by stromal content. Immunolabeling of DXR-GFP in 35S:
DXR-GFP (H) plants using polyclonal anti-DXR antibodies followed by transmission electron
microscopy (TEM) identified the same phases in mesophyll cells (Fig 6). While no labeling was
found in transgenic samples incubated with preimmune serum, TEM observations of 35S:
DXR-GFP (H) sections incubated with anti-DXR detected labeling of actual vesicles containing
the recombinant protein. Consistent with the confocal microscopy data (Fig 5), these vesicles had
an estimated size of around 0.5-1 pm in diameter and displayed an electron density similar to
that of the stroma (Fig 6). Also in agreement with confocal microscopy data, most of the vesicles
in TEM sections were observed inside chloroplasts (i.e. in phase #1), some were found in phases
#2 and #3, and only a few were located free in the cytoplasm (#4). We therefore concluded that
these phases could correspond to sequential stages in a pathway to expel DXR-GFP from chloro-
plasts, i.e. they would be formed by engulfing stromal DXR-GFP enzymes and then they would
be transported to the plastid envelope and released from chloroplasts.

DXR immunolocalization experiments in untransformed (wild type) controls detected only
occasional labeling and no distinctive vesicles in chloroplasts (Fig 6). However, separation of enve-
lope and thylakoid membranes isolated from wild type chloroplasts followed by immunoblot anal-
ysis of DXR and marker proteins (Tic40 for the envelope and PsbA for thylakoids) showed that a
fraction of the endogenous DXR enzyme was associated with envelope membranes (Fig 1D).
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Fig 4. Differential distribution of DXR-GFP and GGPPS11-GFP proteins in chloroplasts of transgenic
Arabidopsis plants. (A) Immunoblot analysis of protein extracts from 35S:DXR-GFP (L line) and 35S:
G11-GFP (11) plants with an anti-GFP antibody. Results with two different protein extract amounts are shown
to illustrate that these lines have very similar levels of the corresponding GFP-tagged protein. (B)
Representative images of stomata (upper rows) and mesophyll cells (lower rows) from leaves of the plants
analyzed in (A). Images show GFP fluorescence (left columns), chlorophyll autofluorescence (central
columns), or both (right columns). Bars, 5 um (stomata) and 10 pm (mesophyll).

doi:10.1371/journal.pone.0150539.g004

These results, together with the observed resistance of DXR in protease protection assays despite
its solubility (Fig 1C), suggest that some of the endogenous DXR enzyme might indeed be found
inside vesicles formed by stromal material engulfed by envelope membranes.

Excess DXR might be removed from chloroplasts by a process likely
independent of autophagy

The features of DXR-GFP vesicles were reminiscent of previously identified Rubisco-contain-
ing bodies (RCBs) and starch granule-like structures (SGLSs), which are released from the
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#4

Fig 5. Differential localization of DXR-GFP bodies inside and outside chloroplasts. (A) Guard cells of a
35S:DXR-GFP (H line) plant. The pictures show a bright field image (left panel), GFP fluorescence (central
panel), and merged GFP and chlorophyll fluorescence (right panel). Bar, 2 um. (B) Magnification of the

chloroplasts boxed in (A). (C) Reconstructed 3D images of representative chloroplasts at the indicated
phases of DXR-GFP vesicle development.

doi:10.1371/journal.pone.0150539.g005

chloroplast and delivered to the vacuole for degradation by autophagy [48-50]. To investigate
whether the vesicles containing DXR-GFP could be of autophagic nature we used concanamy-
cin A, an inhibitor that promotes an accumulation of autophagic bodies inside the vacuole
[48,51]. Transgenic 355:DXR-GFP (H) lines were germinated and grown for 4 days under LD
conditions (16h light and 8h dark) on solid MS medium and then individual seedlings were
transferred to fresh medium either supplemented or not with 10 uM concanamycin A. Plates
were incubated for 24h in the dark before analyzing the presence of DXR-GFP fluorescence by
confocal fluorescence microscopy. As shown in Fig 7, concanamycin A-treated plants did not
show more fluorescent vesicles in vacuoles but instead a more diffused distribution of
DXR-GFP inside chloroplasts. A similar effect had been previously reported for CV (for Chlo-
roplast Vesiculation) containing vesicles (CCVs), which are normally expelled from chloro-
plasts by an autophagy-independent process [52]. We therefore conclude that a pathway
independent of autophagy might be responsible for the eventual degradation of DXR-GFP
bodies once released from the chloroplast.
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Fig 6. Immunolocalization of DXR-GFP in vesicles. Cross-sections of cotyledons from transgenic plants
expressing DXR-GFP (H line) and untransformed wild type controls (C) were used forimmunogold labelling
with anti-DXR serum and observed at the transmission electron microscopy (TEM) level. Numbers indicate
phases of DXR-GFP vesicle development in the transgenic lines (the unnumbered panel shows an isolated
vesicle). ar, 0.5 um.

doi:10.1371/journal.pone.0150539.g006

Discussion

While all MEP pathway enzymes have been identified in the stroma by proteomic studies [14],
in silico predictions [15,16] and the experimental data reported here show that DXS and DXR
can also associate with membrane structures in the chloroplast. Furthermore, a differential dis-
tribution of DXS and DXR in non-stromal, particulate fractions was observed by immunoblot
analysis of the endogenous enzymes in chloroplast membrane (i.e. insoluble) subfractions

Fig 7. Effect of concanamycin A on DXR-GFP localization. Pictures show representative images of GFP
fluorescence (left columns), chlorophyll autofluorescence (central columns), or both (right columns) in guard
cells of 35S:DXR-GFP (H line) plants either exposed (+) or not (-). to 10 uM concanamycin A for 24 h.

Bars =5 pm.

doi:10.1371/journal.pone.0150539.g007

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0150539 February 26, 2016 12/17



@’PLOS ‘ ONE

Subplastidial Localization and Turnover of MEP Pathway Enzymes

(Fig 1) and by fluorescence detection of GFP-tagged versions either transiently (Fig 2) or stably
(Fig 3) [31] expressed. The localization of the same protein in different chloroplast subcom-
partments appears to be quite common [14,53]. This might be achieved by the use of different
sorting signals in the protein sequence or by interaction with other protein partners that are
delivered to different plastidial locations. While stroma-localized DXS and DXR could fulfill
the expected role of these enzymes in the first two consecutive steps of the MEP pathway, a
proportion of both proteins might be delivered to other subplastidial locations using distinct
mechanisms. Based on the results shown here, we conclude that the prediction that DXS and
DXR might be targeted to thylakoids upon import into chloroplasts [15,16] is unlikely. Instead,
the different propensity of these two MEP pathway enzymes to aggregate and become insoluble
might explain their distinct pattern of subplastidial distribution and membrane association.
Most DXS is found soluble in the stroma, but this enzyme is prone to become misfolded (i.e.
inactive) and to aggregate even under normal growth conditions (Fig 1) [30]. It is therefore
possible that the DXS proteins detected here in insoluble chloroplast fractions correspond to
aggregates of inactive protein that unspecifically bind to chloroplast membranes. These aggre-
gates, observed as fluorescent speckles in cells expressing the DXS-GFP reporter protein (Fig 2)
[31], can be eventually solubilized and the protein degraded by the Clp protease complex [30].
While DXR might also be a target for the Clp protease [28], the mechanism for excess protein
removal appears to be different. Unlike DXS, DXR appears to be a very stable protein. Is more
resistant than DXS to degradation by unspecific proteases (Fig 1C) or by endogenous (likely
Clp) proteases after a heat shock [31], and it remains in the soluble (stromal) fraction even
under stress conditions that promote general protein aggregation (Fig 1) [30]. We observed
here that an extra production of recombinant DXR-GFP protein appears to result in their stor-
age in large elongated bodies or vesicles. Even though we have only observed these vesicles in
transgenic lines expressing a GFP-tagged DXR enzyme under a strong constitutive promoter
(355), the fact that they are not formed in plants overexpressing the G11-GFP protein at similar
levels (or in many other transgenic lines producing GFP fusion proteins in chloroplasts; http://
podb.nibb.ac.jp/Organellome/) suggests that they are not an artifact. The observation that the
vesicles are formed even when levels of DXR-GFP protein are low (i.e. in transgenic L lines and
soon after transient expression of the reporter protein in N. benthamiana cells), the reduced
accessibility of the endogenous DXR enzymes to external proteolytic degradation, and the co-
localization of part of these enzymes with envelope membrane fractions (Figs 1, 2 and 3) fur-
ther suggest that the vesicles could be formed by engulfing stromal fractions containing soluble
(i.e. active) DXR proteins when the endogenous enzymes accumulate above a certain threshold.
Eventually, the vesicles could be expelled from the chloroplast, perhaps to deliver their stromal
content (including DXR-GFP) to degradation by a process likely independent of autophagy.
The role of autophagy in the removal of chloroplast proteins (e.g. via RCBs) and metabolites
(e.g. via SSGLs) has been well established [48-50,54]. It was proposed that RCBs and SSGLs
(i.e. vesicles containing stromal material) might be formed by sequestering chloroplast protru-
sions or stromules from the main body of the organelle by an isolation membrane [48,49].
Once released into the cytoplasm, these vesicles would be engulfed by autophagosomes and
transported to the vacuole for degradation. In the case of DXR-GFP vesicles, our results suggest
that they are formed inside the chloroplast by trapping stromal contents (phase #1) and then
transported to the envelope (phase #2). Following an evagination process (phase #3), a vesicle
likely surrounded by envelope membranes would be released from the chloroplast (phase #4).
The destination of exported vesicles within the cell remains unknown. However, some of them
were found in the vicinity of the vacuole (Fig 6), suggesting that they might eventually release
their content into these organelles for degradation. Besides autophagy, other vesicle-mediated
pathways have been described for the degradation of chloroplast stroma proteins, including
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those involving senescence-associated vacuoles (SAVs) [55] and CCVs [52]. In the case of
CCVs, treatment with concanamycin A inhibited the release of CCVs from chloroplasts, simi-
lar to what we observed for DXR-GFP (Fig 7). However, further experiments would be neces-
sary to ascertain the specific nature of the DXR-GFP vesicles.

Our work confirms that chloroplast protein homeostasis is a complex phenomenon
achieved by multiple mechanisms. The functioning of chloroplasts is intimately integrated into
the metabolism of plant cells but these endosymbiotic organelles still remain semi-autonomous
functional entities that are able to regulate their own biochemistry by relatively independent
mechanisms. An important part of this regulation relies on the effective control of plastidial
enzyme activities. In the chloroplast, complex networks of plastidial chaperones ensure proper
folding, assembly, and suborganellar targeting of imported proteins. Chaperones and proteases
are also essential components of the protein quality control system that allows the stabilization,
refolding, or degradation of mature proteins that lose their native conformation and activity
after metabolic perturbations or environmental challenges [4-6]. We previously found that
inactive (e.g. misfolded) forms of DXS are recognized by the Arabidopsis J-protein J20 and
hence delivered to Hsp70 and Hsp100 chaperones for either proper folding or degradation by
the Clp protease [30,31]. Here we show that an excess of DXR activity might trigger a
completely different degradation pathway that involves the packaging of the enzyme in vesicles
and its eventual removal, likely by an autophagy-independent process. Interestingly, gradual
depletion of a catalytic subunit of the stromal Clp protease in the alga Chlamydomonas rein-
hardtii induces the formation of vesicles and a cytoplasmic vacuolization reminiscent of autop-
hagy [56], suggesting a connection between intra- and extraplastidial mechanisms for stromal
protein degradation. Together, our results suggest that distinct but likely coordinated mecha-
nisms act to control DXS and DXR homeostasis in order to tightly regulate the metabolic flux
of the MEP pathway. We propose that the localization of these enzymes in non-stromal frac-
tions does not respond to a specific physiological role beyond the control of enzyme activity
levels via aggregation/disaggregation and protein-specific degradation mechanisms. Under-
standing the molecular nature of these mechanisms during the normal plant life cycle will con-
tribute to make more informed decisions in future biotechnological approaches aimed to
manipulate the levels of plastidial isoprenoids of interest in crop plants.
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